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1. PARTE GENERALE 
 
1.1 Gli oppioidi 
Il termine oppioide si applica a qualsiasi sostanza, che presenta gli effetti 
dell’oppio e del suo costituente principale, la morfina (fig.1 Formula di struttura 
della morfina), e che èbloccata da antagonisti specifici (l’antagonista di 
riferimento è il naloxone). Tra queste sostanze troviamo alcaloidi naturali, 
prodotti di sintesi o semisintesi e peptidi oppioidi endogeni. Il termine oppiaceo 
è più restrittivo e include farmaci morfino-simili che presentano una notevole 
somiglianza strutturale con la morfina, escludendo pertanto i peptidi e molti 
loro analoghi sintetici.  
L’oppio è uno stupefacente ottenuto incidendo le capsule immature dei semi 
del Papaver Sonniferum, utilizzato a scopo medico per migliaia di anni, per la 
sua capacità di indurre euforia, analgesia e ipnosi, e di prevenire la diarrea. 
Introdotto in Gran Bretagna alla fine del XVII secolo, come “tintura di laudano”, 
la cui assunzione per via orale ebbe un valore sociale notevole per molti anni. 
Verso la metà del XIX secolo, quando furono inventati la siringa e gli aghi 
ipodermici, la dipendenza dagli oppiacei cominciò ad assumere un significato 
sinistro. Essendo un sedativo, l’oppio rallenta i riflessi e la vitalità del corpo 
aumentando contemporaneamente l’euforia, in maniera simile all’etanolo; 
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causa inoltre secchezza delle fauci e aumento della temperatura corporea. 
Durante l’assunzione si può transitare dalla veglia all’inconscio e viceversa. 
Un uso prolungato può causare ascessi, collasso delle vene, malattie al fegato 
e in rari casi pneumonia, oltre ad un indebolimento del sistema immunitario. 
 
1.1.1 ALCALOIDI NATURALI 
All’interno dell’oppio sono stati identificati almeno cinquanta alcaloidi naturalidi 
cui i principali sono: 
- Morfina: 4-21% dell’oppio, ha elevato potenziale analgesico e 
tossicomanigeno; 
- Codeina: 1-25% dell’oppio, ha medio potenziale analgesico e 
tossicomanigeno; 
- Tebaina: 0,2-2% dell’oppio, non ha azione analgesica né 
tossicomanigena; 
- Papaverina: 0,5-2,5% dell’oppio, miorilassante della muscolatura liscia; 
La struttura della morfina (fig. 1 Formula di struttura della morfina) è stata 
identificata nel 1902 e da allora sono stati studiati molti composti semisintetici 
e analgesici completamente sintetici. 
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Fig.1 Formula di struttura della morfina 
 
La morfina è un derivato fenantrenico costituito da due anelli giacenti sullo 
stesso piano e da due anelli alifatici, situati in un piano che forma circa un 
angolo retto con il resto della molecola. Sono state prodotte varianti della 
molecola della morfina tramite la sostituzione in corrispondenza di uno o 
entrambi i gruppi ossidrilici, o dell’atomo di azoto.È utilizzata in medicina come 
analgesico per il trattamento del dolore acuto e cronico. Agisce rapidamente 
se somministrata per via endovenosa o sottocutanea. La morfina è 
metabolizzata nel fegato e il suo metabolismo di primo passaggio riduce la 
biodisponibilità dopo assunzione orale. Nel fegato, è sottoposta a 
glucuronidazione in posizione 3 (M3G, morfina-3-glucuronide), o in posizione 
6 (M6G, morfina-6-glucuronide). Mentre M3G è inattiva, M6G ha una potenza 
maggiore rispetto alla stessa morfina. Tuttavia, M6G è probabilmente 
importante solo in condizioni che coinvolgono trattamenti per un periodo 
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sufficiente perché essa si accumuli, poiché la sua maggiore idrofilicità può 
prevenire il suo ingresso nel SNC. 
La codeina è un agonista naturale dei recettori per gli oppioidi. Sebbene molto 
meno efficace della morfina per il trattamento del dolore, essa è usata 
comunemente per i suoi effetti antitosse e antidiarroici, in virtù della sua più 
elevata biodisponibilità orale rispetto alla morfina. L’azione analgesica della 
codeina deriva in gran parte dalla sua demetilazione epatica in morfina. 
 
1.1.2 DERIVATI SINTETICI 
La petidina, o meperidina, è stata il primo farmaco morfino-simile di origine 
completamente sintetica. La sua struttura chimica è più semplice di quella 
della morfina, tuttavia le azioni farmacologiche di questi due composti sono 
molto simili. 
Il fentanil e il sulfentanil sono derivati più potenti e ad azione più breve; sono 
somministrati per via endovenosa per il trattamento del dolore forte o in 
aggiunta all’anestesia. 
Il metadone non presenta una relazione strutturale con quella della morfina, 
assume una configurazione simile in soluzione. La sua durata d’azione è 
superiore rispetto a quella della morfina, ma le altre caratteristiche sono molto 
simili. 
Il destropropossifene, simile al metadone, è utilizzato per il trattamento del 
dolore lieve o moderato. 
L’etorfina è un farmaco morfino-simile molto potente, derivato della tebaina, 
utilizzato principalmente nella pratica veterinaria. La buprenorfina è simile alla 
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morfina ma è un agonista parziale, svolge anche un ruolo da antagonista di 
altri oppioidi. 
 
1.1.3 PEPTIDI OPPIOIDI 
Nel 1975, Hughes e Kosterlitz riuscirono a isolare dal cervello due 
pentapeptidi in grado di competere fortemente con i farmaci morfino-simili, 
presentando anch’essi azioni farmacologiche simili a quelle della morfina 
stessa. I peptidi oppioidi sono neuropeptidi prodotti per idrolisi enzimatica da 
precursori inattivi o per splicing alternativo di tre geni distinti, i cui prodotti sono 
rispettivamente la preprooppiomelanocortina (POMC), la preproencefalina (o 
preproencefalina A) e la preprodinorfina (o preproencefalina B). Gli effettori 
principali sono: 
- β-endorfina: deriva dalla POMC; 
- Leu-encefalina e Met-encefalina: derivano dalla pre-proencefalina, 
hanno struttura comune differendo solo per un amminoacido 
(rispettivamente: Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu e Tyr-Gly-Gly-Phe-Met); si 
trovano principalmente nelle lunghe vie che discendono dal tronco e 
innervano le corna dorsali; 
- Dinorfina: deriva dalla pre-prodinorfina, si trova primariamente negli 
interneuroni del midollo spinale; 
- Endomorfina: origine sconosciuta; 
- Nocicettina: peptide legato alla dinorfina per caratteristiche strutturali, 
non è antagonizzato dal naloxone così come i suoi effetti farmacologici; 
I peptidi oppioidi sono prodotti anche da molte cellule non neuronali, come ad 
esempio quelle delle ghiandole endocrine ed esocrine e le cellule del sistema 
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immunitario, e anche in parecchie aree cerebrali diverse da quelle coinvolte 
nella nocicezione.Perciò i peptidi oppioidi hanno un ruolo regolatorio in molti 
sistemi fisiologici diversi, com’è evidente dalle complesse proprietà 
farmacologiche dei farmaci oppioidi. 
 
1.2 Recettori degli oppioidi 
 
Dall’iniziale identificazione dell’alta affinità per i siti ligando, attraverso studi di 
binding effettuati da Snyder e dai suoi collaboratori nel 1973, risultava 
evidente che le azioni degli oppioidi fossero mediate da una popolazione non 
omogenea di recettori. I molteplici recettori sono stati denominati in seguito e 
sono collegati al tipo di farmaco e alla risposta fisiologica che produce: µ (mu; 
OPRM1; MOR) per la morfina e κ (kappa; OPRK1; KOR) per la 
chetociclazocina.In seguito, analisi sull’attività degli oppioidi nei topi hanno 
portato alla scoperta di un terzo recettore: δ (delta; OPRD1; DOR). Il corso 
degli anni porta alla clonazione molecolare di µ, κ e δ; studi farmacologici, 
basati sulla selettività e l’affinità degli agonisti e antagonisti, hanno portato 
all’ipotesi che ci sono sottotipi multipli di recettori oppioidi, denominati µ1, µ2, 
µ3, κ1, κ2, κ3, e δ1, δ2. 
Nei primi anni ’90, gli studi di clonazione di sequenze omologhe hanno portato 
all’identificazione di un quarto tipo di recettori oppioidi, per la nocicettina (o 
orfanina), ORL1 (NOR), che nonostante la sua elevata omologia con gli altri 
recettori degli oppioidi non forma ligandi ad alta affinità con il classico farmaco 
oppioide. 
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Vi sono evidenze farmacologiche, che suggeriscono l’esistenza di ulteriori 
sottodivisioni di questi sottotipi recettoriali; è possibile che la loro tendenza a 
dimerizzare possa essere importante per la loro diversità farmacologica. La 
selettività dei farmaci oppioidi e di peptidi per i sottotipi recettoriali è riassunta 









 µ δ κ 
Peptidi endogeni    
Β-endorfina +++ +++ +++ 
Leu-encefalina + +++ - 
Met-encefalina ++ +++ - 
Dinorfina ++ + +++ 
Farmaci agonisti puri    
Morfina, codeina,ossimorfone,destropropossifene +++ + + 
Metadone +++ - - 
Petidina o meperidina ++ + + 
Etorfina, bremazocina +++ +++ +++ 
Fentanil, sufentanil +++ + - 
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Farmaci agonisti parziali misti    
Pentazocina, chetociclazocina + + ++ 
Nalbufina + + (++) 
Nalorfina ++ - (++) 
Buprenorfina (+++) - ++ 
Farmaci antagonisti    
Naloxone +++ + ++ 
Naltrexone +++ + +++ 
Ligandi utili ai fini di ricerca    
DAMGO +++ - - 
DPDPE - ++ - 
U50488 - - +++ 
CTOP +++ - - 
Naltrindolo, diprenorfina - +++ - 
Nor-binaltorfimina + + +++ 
 
 
Nota: i simboli + azzurri rappresentano l’attività agonista; tra parentesi gli agonisti 
parziali. I simboli + neri indicano l’attività antagonista. I simboli – rappresentano 
debole o nulla attività. 
DAMGO, DPDPE e CTOP sono peptidi sintetici simili agli oppioidi, più selettivi per i 
recettori degli oppioidi endogeni. 
Il composto U50488 è un oppiaceo sintetico.  
 
1.3 Meccanismo d’azione degli oppioidi 
 
Nonostante gli oppioidi siano, probabilmente, i composti più studiati di 
qualsiasi altro gruppo di farmaci, e gli intensi sforzi e l’enorme quantità di 
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pubblicazioni prodotte, a tutt’oggi aleggia ancora una certa incertezza sul 
meccanismo con cui gli oppioidi determinano i loro effetti analgesici.  
 
1.3.1 EFFETTI CELLULARI 
I recettori degli oppioidi, che sono stati recentemente clonati, appartengono 
alla famiglia dei recettori accoppiati a proteine G e agiscono inibendo 
l’adenilato ciclasi e riducendo in tal modo il contenuto cellulare di cAMP. Tutti 
e tre i sottotipi recettoriali esercitano questo effetto, ma il significato di questi 
eventi cellulari in relazione agli effetti funzionali degli oppioidi non è ancora 
chiaro, poiché gli oppioidi sono in grado di esercitare effetti sui canali ionici, 
attraverso un accoppiamento diretto proteina G-canale che non coinvolge 
nessun secondo messaggero intracellulare. Con questo meccanismo, gli 
oppioidi promuovono l’apertura dei canali del potassio e inibiscono l’apertura 
dei canali del calcio voltaggio-attivati, che rappresentano i principali effetti 
osservati a livello della membrana. Questi effetti di membrana riducono sia 
l’eccitabilità neuronale (poiché l’aumentata conduttanza a K+ causa 
iperpolarizzazione della membrana stessa) sia la liberazione dei trasmettitori 
(dovuta all’inibizione dell’ingresso di Ca++). L’effetto complessivo è di tipo 
inibitorio anche se gli oppioidi aumentano l’attività in alcune vie neuronali. 
 
1.3.2 EFFETTI SULLE VIE NOCICETTIVE 
Gli oppioidi sono efficaci come analgesici quando sono somministrati a basse 
dosi per via intratecale, suggerendo che un’azione centrale potrebbe essere 
responsabile dei loro effetti analgesici. La morfina somministrata per via 
sistemica risulta essere meno efficace nel sopprimere i riflessi nocicettivi 
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spinali, dovuti alla lesione completa del midollo spinale a livello cervicale, e 
l’attività elettrica dei neuroni associati con le vie inibitorie discendenti viene 
aumentata dalla morfina; questi risultati confermano l’intervento di una 
significativa componente sovraspinale nell’effetto complessivo. È stato 
dimostrato che la morfina inibisce il rilascio di sostanza P dai neuroni delle 
corna dorsali, sia in vitro sia in vivo, esercitando un’inibizione presinaptica 
sulle terminazioni centrali dei neuroni nocicettivi afferenti. Ci sono evidenze (si 
veda Stein e Yassouridis, 1997) che indicano che gli oppioidi inibiscono la 
scarica delle terminazioni afferenti nocicettive in periferia; e questo si verifica 
soprattutto nelle condizioni infiammatorie, nelle quali si ha un aumento 
dell’espressione dei recettori oppioidi sui neuroni sensoriali. 
 
 
1.4 Effetti farmacologici 
 
I più importanti effetti della morfina si manifestano a livello del SNC e sul tratto 
gastrointestinale, sebbene siano stati descritti numerosi effetti di minor 
rilevanza esercitati su molti altri sistemi. I suoi effetti sono tipici di molti 
analgesici oppioidi e pertanto verrà considerata come composto di riferimento, 
 
1.4.1 ANALGESIA 
La morfina è efficace nei confronti di quasi tutti i tipi di dolore acuto e cronico. 
Gli oppioidi risultano essere meno utili in alcune sindromi dolorose, di origine 
neuropatica, piuttosto che nel dolore associato a danno tissutale, 
infiammazione o crescita tumorale. 
	   16	  
La morfina riduce inoltre la componente emotiva del dolore, un effetto che 
deve certamente coinvolgere siti sovraspinali, come ad esempio il sistema 
limbico. Farmaci come la nalorfina e la pentazocina presentano le stesse 
azioni antinocicettive della morfina, ma hanno minor effetto sulla risposta 
psicologica al dolore. 
 
1.4.2 EUFORIA 
La morfina provoca un senso marcato di felicità e di benessere. Questa è una 
componente importante del suo effetto analgesico, in quanto l’agitazione e 
l’ansia che sono associate a patologie o lesioni che provocano dolore, 
risultano marcatamente ridotte. Se la morfina o l’eroina sono somministrate 
per via endovenosa, il soggetto prova un’improvvisa eccitazione, rush, che è 
paragonata a un “orgasmo addominale”. Tutto ciò dipende dalle circostanze 
nelle quali il farmaco è assunto. In pazienti angosciati si rileva un effetto 
marcato, ma in pazienti che si sono ormai abituati al dolore cronico, la morfina 
solitamente non causa euforia, sebbene il dolore risulti comunque ridotto. 
L’euforia sembra essere mediata dall’intervento dei recettori µ, e che sia 
controbilanciata dalla disforia, associata all’attivazione dei recettori κ.  
 
1.4.3 DEPRESSIONE RESPIRATORIA 
Gli oppioidi simil-morfina deprimono la respirazione almeno in parte a causa di 
un effetto diretto sui centri respiratori del tronco encefalico. Un aumento della 
pressione parziale di anidride carbonica (PCO2) arteriosa, si ottiene con le 
normali dosi analgesiche di morfina o dei composti correlati.Tal effetto è 
mediato dai recettori µ ed è caratteristico della maggior parte degli oppioidi. 
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L’effetto depressivo è associatoa una diminuzione della sensibilità del centro 
respiratorio alla pressione parziale di CO2. I neuroni del centro respiratorio 
bulbare non sembrano essere direttamente depressi, ma gli oppioidi applicati 
alla superficie ventrale del midollo allungato, nella regione dove la 
chemiosensibilità all’anidride carbonica è massimale, hanno un potente effetto 
deprimente sulla respirazione. La depressione respiratoria causata dagli 
oppioidi è più tollerata rispetto allo stesso grado di depressione causato dai 
barbiturici; nonostante ciò rappresenta l’effetto indesiderato più pericoloso di 
questi farmaci, manifestandosi già a dosi terapeutiche. 
 
1.4.4 DEPRESSIONE DEL RIFLESSO DELLA TOSSE, NAUSEA E VOMITO 
Morfina e oppioidi correlati deprimono anche il riflesso sella tosse, almeno in 
parte, attraverso un effetto diretto sul centro della tosse nel midollo. Non c’è 
una relazione diretta tra depressione respiratoria e depressione della tosse, e 
sono disponibili agenti antitussivi efficaci che non deprimono la respirazione. 
La nausea e il vomito prodotti da questi farmaci sono effetti collaterali causati 
dalla stimolazione diretta della chemoreceptor trigger zone, un’area postrema 
del midollo allungato, dove stimoli chimici di vario tipo possono provocare il 
vomito. Questi ultimi sintomi si manifestano in seguito all’iniezione di morfina e 
scompaiono dopo ripetute somministrazioni. 
 
1.4.5 EFFETTI SUL TRATTO GASTROINTESTINALE 
La morfina aumenta il tono e riduce la motilità in molte parti del sistema 
gastrointestinale, causando costipazione che può essere molto grave e 
pericolosa per il paziente. L’aumento dei tempi di svuotamento gastrico può 
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ritardare l’assorbimento di altri farmaci. La pressione nel tratto biliare subisce 
un forte aumento a causa della contrazione della cistifellea e della costrizione 
dello sfintere biliare. L’azione sulla muscolatura liscia viscerale è 
probabilmente mediata dai plessi nervosi intramurali, poiché l’aumento del 
tono è ridotto o abolito dall’atropina. In parte tal effetto è mediato dalla 
somministrazione intraventricolare di morfina che inibisce i movimenti 
propulsivi gastrointestinali. L’effetto locale della morfina sui neuroni dei plessi 
mienterici è di tipo inibitorio, generando iperpolarizzazione secondaria 
all’aumento della conduttanza al potassio. I recettori coinvolti in questi effetti 




1.4.6 ALTRE AZIONI DEGLI OPPIOIDI 
La morfina rilascia l’istamina dai mastociti tramite un’azione non correlata 
all’attivazione dei recettori oppioidi. L’istamina può causare effetti locali, come 
orticaria o prurito nel sito dell’iniezione, o effetti sistemici come 
broncocostrizione e ipotensione. L’effetto broncocostrittore della morfina può 
essere una conseguenza grave per i pazienti asmatici, ai quali il farmaco non 
dovrebbe essere somministrato. A dosi elevate di morfina si possono 
manifestare ipotensione e bradicardia. A livello della muscolatura liscia, oltre 
agli effetti manifestati nel tratto gastrointestinale e bronchiale, si possono 
occasionalmente manifestare spasmi degli ureteri, della vescica urinaria e 
dell’utero. Gli oppioidi esercitano anche un effetto immunosoppressore che 
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può rappresentare un collegamento importante tra il sistema nervoso e la 
funzione immunitaria. 
Gli oppioidi alterano il punto d’equilibrio dei meccanismi di regolazione termica 
nell’ipotalamo di modo che la temperatura corporea scenda lentamente, 
comunque dosi croniche elevate ne creano un aumento. 
La morfina agisce sull’ipotalamo per inibire il rilascio di ormone rilasciante la 
gonadotropina (GnRH) e l’ormone rilasciante la corticotropina (CRH), e così 
diminuisce le concentrazioni ematiche di ormone luteinizzante (LH), ormone 
follicolo stimolante (FSH), ACTH, e β-endorfina. Come risultato della 
diminuzione degli ormoni trofici dell’ipofisi, le concentrazioni plasmatiche di 
testosterone e cortisolo declinano. La somministrazione di agonisti µ aumenta 
le concentrazioni di prolattina nel plasma probabilmente attraverso la riduzione 
dell’inibizione dopaminergica della sua secrezione.  
La morfina e molti agonisti µ e κ causano costrizione pupillare, miosi, 
attraverso un’azione eccitatoria sul nervo parasimpatico che innerva la pupilla. 
Si può sviluppare un certo grado di tolleranza all’effetto miotico, ma individui 
oppioide-dipendenti, con concentrazioni circolatorie alte di oppioidi, 
continuano ad avere pupille costrette. Dosi terapeutiche di morfina aumentano 
il potere di accomodazione e abbassano la tensione intraoculare in occhi 
normali e glaucomatosi. 
 
1.5 Tolleranza e dipendenza 
 
La tolleranza agli effetti degli oppioidi o di altri farmaci significa semplicemente 
che, col tempo, il farmaco perde la sua efficacia ed è richiesta una dose 
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maggiore per produrre la stessa risposta fisiologica. La dipendenza è un 
fenomeno differente che implica due componenti separate: la dipendenza 
fisica e la dipendenza psicologica. Essa comprende un complesso gruppo di 
cambiamenti nell’omeostasi che causa disturbi se la somministrazione è 
interrotta. La dipendenza fisica è legata alla sindrome da astinenza fisica che 
sembra essere strettamente correlata alla tolleranza.  La morfina causa anche 
una forte dipendenza psicologica che si esprime con un forte desiderio di 
assumere il farmaco. Quest’ultima è notevolmente più importante della 
sindrome da astinenza fisica come fattore causale della dipendenza 
nell’uomo, ma è più difficile da valutare sperimentalmente. Lo sviluppo di 
entrambi i fenomeni con l’uso ripetuto di oppioidi è una caratteristica di questi 
farmaci. Tolleranza e dipendenza sono risposte fisiologiche viste in tutti i 
pazienti e non sono indicatori di tossicodipendenza; i pazienti con dolore 
cronico che hanno bisogno di un uso a lungo termine non vanno etichettati 




La tolleranza si sviluppa, per la morfina, entro 12-24 ore dalla 
somministrazione. Essa si estende allamaggior parte degli effetti farmacologici 
della morfina, compresa l’analgesia, l’euforia e la depressione respiratoria, ma 
influisce molto meno sugli effetti di costipazione e costrizione pupillare. La 
tolleranza è un fenomeno generale dei ligandi dei recettori oppioidi, 
indipendentemente dal tipo di recettore sul quale agiscono. È possibile 
escludere il coinvolgimento di alcuni eventi, come l’aumentata degradazione 
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metabolica, la ridotta affinità tra gli oppioidi e i loro recettori, la down-regulation 
dei recettori oppioidi e l’inibizione del rilascio dei peptidi endogeni. Si può 
avere tolleranza crociata tra farmaci che agiscono sullo stesso recettore, ma 
non tra oppioidi che agiscono su recettori differenti. Nelle situazioni cliniche, la 
dose potrebbe aumentare in seguito allo sviluppo di tolleranza, ma questo non 
rappresenta il problema principale.Tra i meccanismi biologici della tolleranza 
agli oppiacei, uno dei principali sembra si possa attribuire al venir meno 
dell’accoppiamento tra il recettore oppioide e la proteina G (guanine 
nucleotide binding protein), struttura che permette di trasferire all’interno della 
cellula gli effetti del legame recettoriale con gli oppioidi. L’alterazione della 
proteina G si associa alle vere caratteristiche comportamentali della tolleranza 
cui invece non sembrano corrispondere le alterazioni della sensibilità dei 
recettori degli oppioidi: infatti, una down-regulation dei recettori oppioidi può 
avvenire dopo che la tolleranza si è già instaurata. In ogni caso è stata 
descritta una grande varietà di meccanismi recettoriali nell’instaurarsi della 
tolleranza riguardo alle diverse tipologie di recettori oppioidi. Il trattamento con 
la morfina produce una vera e propria desensibilizzazione e down regulation 
recettoriale che appare cruciale, secondo recenti studi, nello sviluppo della 
tolleranza agli oppioidi (Borgland 2001).  
 
1.5.2 DIPENDENZA 
La dipendenza fisica consiste in una ben definita sindrome da astinenza, che 
porta alla necessità di un uso continuo dello stesso oppioide o di una sostanza 
simile. Nei ratti da esperimento un’improvvisa sospensione della morfina, dopo 
somministrazione cronica effettuata per alcuni giorni, determina aumento 
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dell’irritabilità, perdita di peso e una serie di anomalie comportamentali quali 
salti, scuotimenti del capo e aggressività. Queste reazioni diminuiscono dopo 
pochi giorni, ma l’irritabilità anomala e l’aggressività persistono per molte 
settimane. Gli individui tossicodipendenti hanno una sindrome d’astinenza 
simile, che per certi aspetti ricorda una grave influenza. Uno stato d’ansia e un 
desiderio impellente (craving) del farmaco sono seguiti da un aumento della 
frequenza respiratoria a riposo (più di sedici atti respiratori il minuto), in genere 
con sbadigli, sudorazione, lacrimazione e rinorrea. Altri sintomi sono la 
midriasi, la piloerezione, i tremori, le contrazioni e dolori muscolari, e gli 
accessi di caldo e di freddo. 
 L’estrema irrequietezza e l’angoscia sono accompagnate da un forte 
desiderio del farmaco. I sintomi iniziano a comparire già 4-6 ore dopo la 
sospensione e, per l’eroina, raggiungono il massimo tra 36 e 72 ore. I sintomi 
fisici raggiungono la loro massima intensità in circa 2-3 giorni, per poi 
scomparire completamente in circa 8-10 giorni, sebbene qualche anomalia 
fisiologica e qualche sintomo residuo persistano per parecchie settimane. La 
risomministrazione di morfina abolisce in fretta la sindrome di astinenza. Sono 
state descritte molte alterazioni fisiologiche riguardo alla sindrome di 
astinenza. L’ipereccitabilità riflessa spinale è dimostrabile negli animali 
dipendenti dalla morfina e può essere generata dalla somministrazione 
cronica intratecale o sistemica di morfina. Le vie noradrenergiche che partono 
dal locus coeruleus potrebbero essere implicate nella genesi della sindrome 
d’astinenza, e la clonidina, un α2-agonista, è talvolta usata per alleviarla. La 
velocità di scarica dei neuroni del locus coeruleus è ridotta dagli oppioidi, e 
aumenta durante la sindrome da astinenza. Alterazioni simili influenzano i 
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neuroni dopaminergici nell’area ventrale tegmentale che proiettano al nucleus 
accumbens. Queste cellule sono innervate da neuroni che contengono 
oppioidi e si ritiene che questa via dopaminergica faccia parte del centro 
dell’”appagamento” responsabile dei potenti effetti rinforzanti degli oppioidi. 
 
1.5.3 TRATTAMENTO DELLA DIPENDENZA IN FASE ACUTA 
In caso d’intossicazione acuta da oppioidi, overdose, gli effetti manifestati 
sono: sedazione, prurito, ptosi palpebrale, head nodding (annuire 
compulsivamente con la testa), miosi pupillare, stato d’incoscienza e 
depressione respiratoria. Il soggetto sarà trattato con: ventilazione assistita 
(liberazione delle vie aeree ecc.); somministrazione di ossigeno se presente 
ipossia; somministrazione di un farmaco antagonista recettoriale ad azione 
breve, il naloxone. 
Quest’ultimo può causare difficoltà nella somministrazione endovenosa; può 
verificarsi difficoltà nel reperimento di accesso venoso e possibile collasso 
circolatorio, nel caso sarà fatto ricorso a iniezione intramuscolare o 
sottocutanea. 
Il naloxone può causare lo scatenarsi di crisi d’astinenza per uno scarso 
margine tra dose necessaria per superare la depressione respiratoria e dose 
in grado di scatenare crisi d’astinenza.  Può presentarsi un nuovo episodio di 
depressione respiratoria per esaurimento dell’effetto dell’antagonista o per 
nuova auto somministrazione conseguente all’astinenza.   
 
1.5.4 TRATTAMENTO DELLA DIPENDENZA IN FASE CRONICA 
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Il trattamento antiastinenziale, che riguarda trattamenti in fase cronica, 
èeseguito con l’uso di agonisti: metadone e buprenorfina. Ciò è effettuato al 
fine di ottenere: disintossicazione, nel caso in cui il grado di craving non sia 
elevato e vi sia la presenza di risorse sociali (famiglia, lavoro ecc.) come rete 
supportiva; mantenimento, in caso di dipendenza cronica maggiore di un anno 
e recidivante, e alto rischio sociale (prostituzione, attività criminali, rete sociale 
negativa ecc.).  
Il trattamento con antagonisti è utilizzato per la prevenzione delle recidive da 
utilizzare nei soggetti che hanno raggiunto la condizione di astensione dagli 
oppiacei / oppioidi. È indicato nel soggetto con motivazione al mantenimento 
dell’astensione (ad es. Soggetti giovani, con lavoro, con supporto familiare, 
con rischi “legali”); da associare a trattamento psico-sociale; utile anche per il 
trattamento dell’alcolismo. Non è un trattamento sostenibile per lungo periodo, 
esiste un rischio di uso coercitivo del farmaco da parte di familiari o altri 
soggetti, rischio di overdose in trattamento nei soggetti non motivati, e tassi di 
overdose più elevati nel periodo successivo all’interruzione del trattamento. 
 
1.6 Statistiche sulle morti da avvelenamento da oppioidi 
 
Gli oppioidi sono i farmaci analgesici più utilizzati per il trattenimento del 
dolore intenso, acuto, chirurgico e da cancro; come indicato dalla crescita 
continua della consumazione mondiale di morfina da 7,2 tonnellate nel 1990 a 
41 tonnellate nel 2010. Ancora, l’uso terapeutico di morfina è limitato dai 
frequenti effetti collaterali, tra i quali nausea (30% dei pazienti), costipazione 
(23%), vertigini (20%), sonnolenza (18%) e vomito (13%), studiato in pazienti 
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che presentano dolore. Come riportato nei precedenti capitoli, gli effetti 
collaterali che hanno il più alto impatto sul fisico o sulla decisione del paziente 
di usare morfina per il trattamento del dolore cronico sono l’alta dipendenza 
passiva e la depressione respiratoria che può condurre a morte. Nel 2006, 
oltre il 90% dei decessi per avvelenamento ha coinvolto farmaci: gli oppioidi 
sono coinvolti in più del 40% di tutte le vittime, mentre nel 1999 la percentuale 
riguardava il 20%. 
Inoltre i decessi per avvelenamento che coinvolgono il metadone sono 
aumentati più rapidamente di quelli che coinvolgono altri analgesici oppiacei, 
cocaina o eroina (fig. 2). Tra il 2005 e il 2006, il numero di decessi per 




Fig. 2 Morti da avvelenamento causate da analgesici oppioidi, cocaina ed eroina. 
Stati Uniti 1999-2006.  
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Durante tutto il periodo del 1999-2006, le persone di età compresa tra 35-54 
anni hanno presentato tassi di mortalità, da avvelenamento da farmaci 
oppioidi, più elevati rispetto a quelli in altri gruppi di età; nonostante ciò in 
questo periodo il tasso di mortalità dovuto all’utilizzo di oppioidi è aumentato 
per ogni fascia d’età, per maschi e femmine. L’aumento tra i gruppi di età varia 
di circa il doppio in individui di età superiore ai 65 anni, e per più di cinque 
volte in individui di età compresa tra i 15 e 24 anni (fig. 3).Circa un terzo dei 
decessi causati da avvelenamento da farmaci oppioidi coinvolge anche altri 
farmaci e il 16% di questi ultimi non è specificato (fig. 4).  
Le morti con farmaci non specificati potrebbero potenzialmente coinvolgere 
solamente i farmaci oppioidi. 
Fig. 3 Tassi di morte per avvelenamento da analgesici oppioidi in base all’età, Stati 
Uniti 1999-2006 
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Circa la metà dei decessi correlati ai farmaci oppioidi coinvolgono almeno un 
altro farmaco che è stato specificato sul certificato di morte; le benzodiazepine 
sono coinvolte nel 17% dei decessi, cocaina o eroina nel 15%, e le 
benzodiazepine assieme a cocaina o eroina nel 3% dei decessi. 
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Queste statistiche e questi grafici sono forniti dal National Vital Statistics 
System Mortality File. 
 
Da qui nasce l’urgenza di scoprire nuovi composti o esempi dimostrativi atti a 



















2. PARTE SPECIFICA 
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2.1 Introduzione 
 
L’urgenza di sviluppare agenti analgesici con effetti collaterali ridotti ha portato 
a numerosi studi e allo sviluppo di diverse ipotesi. 
La classificazione dei recettori oppioidi è già stata descritta nei capitoli 
precedenti. Fra i diversi sottotipi di recettori, quelli che hanno raccolto più 
attenzioni sono i µ1 e i µ2. La maggior parte delle risposte in vivo della 
morfina, inclusa l’antinocicezione, è assente nei topi poiché non presentano 
rettori µ1. Ha suscitato interesse anche il fatto che l’attivazione dei µ1 fornisca 
una risposta antinocicettiva mentre l’attivazione dei µ2 ha portato a effetti 
collaterali, come la depressione respiratoria. 
Un’ipotesi interessante, per eliminare gli effetti collaterali dei farmaci oppioidi, 
comporta l’identificazione che le risposte sono dovute a vari sottotipi di 
recettori e ligandi in via di sviluppo che sono selettivi per particolari sottotipi. 
Tuttavia, la clonazione molecolare dei geni del recettore non ha dato 
corrispondenti geni dei vari sottotipi di recettori. È importante porre l’accento 
sul fatto che l’ablazione di un singolo gene del recettore, come µ1, elimina 
tutte le risposte degli oppioidi agonisti µ1, come la cancellazione dei geni δ1 o 
κ1 elimina tutte le risposte di questi ultimi. 
Negli ultimi anni due ipotesi hanno preso slancio nel campo dello sviluppo di 
farmaci oppioidi: 
- varianti di splicing del recettore; 
- eterodimeri recettoriali; 
Sembra che questi due fenomeni possano creare risposte farmacologiche 
distinte; saranno valutate e presentate le prove a sostegno di queste ipotesi. 
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Questi nuovi approcci potrebbero portare a una riduzione degli effetti 
collaterali; gli studi hanno affrontato la possibilità che eteromeri dei recettori 
oppioidi possano rappresentare un bersaglio per nuovi farmaci. 
 
2.2 Splicing alternativo dei geni dei recettori 
 
In biologia molecolare e in genetica, splicing è una modificazione del pre-
mRNA che avviene insieme o dopo la trascrizione, nella quale gli introni sono 
rimossi e gli esoni sono uniti. Questo processo è necessario per il tipico RNA 
messaggero prima che possa essere usato per produrre una corretta proteina 
tramite la traduzione o la sintesi proteica. La maggior parte dei geni eucariotici 
è costituita da regioni codificanti (esoni) alternate a regioni non codificanti 
(introni). Gli introni devono necessariamente essere rimossi dal trascritto 
primario per consentire la corretta traduzione e sintetizzare la proteina 
corrispondente.  
Questo processo di biologia molecolare è stato sfruttato per produrre varianti 
di splicing dei recettori oppioidi. I tre geni del recettore oppioide hanno esoni 
multipli, e varianti di splicing del recettore possono essere generate di 
conseguenza. Per OPRM1, l’mRNA è composto di esoni 1,2,3,4.  
Sono stati eseguiti studi da Zimprich A. et al. grazie ai quali è stata identificata 
la prima variante di splicing; la proteina recettoriale finale di OPRM1 esibisce 
un carbossile terminale troncato e presenta una ridotta capacità di 
desensibilazione. È stato isolato il recettore oppioide rMOR 1B del ratto, 
mostrandone così la sequenza amminoacidica e confrontandola con quella 
pubblicata in precedenza da Chen et al.. 
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I risultati hanno fornito la prova dell’esistenza di un altro recettore oppioide. 
Due sottotipi di recettori µ per gli oppioidi (µ1 e µ2), che si differenziano per il 
loro legame alla morfina e all’encefalina. Tuttavia, l’osservazione che i 
recettori rMOR1B leghino la naloxonazina (naloxonazine), antagonista 
selettivo µ1, potrebbe escludere che il gene del recettore rMOR1B possa 
codificare per il recettore µ2. 
Vi è un numero crescente di segnalazioni che dimostrano che lo splicing è un 
meccanismo comune per la produzione di diverse code terminali di recettori 
accoppiati a proteine G (GPCR). Inoltre, la coda carbossi-terminale di GPCR 
ha mostrato di influenzare la selettività alle proteine G e le caratteristiche 
stesse di desensibilizzazione del GPCR. Questo gruppo di studi ha riferito che 
il recettore della somatostatina, sottotipo 2 (SSTR 2), si manifesta in due 
isoforme. Il recettore SSTR 2B differisce dal recettore che non ha subito 
spicingsoltanto a livello della coda C-terminale.  La forma più breve (SSTR 2B) 
è più resistente alla desensibilizzazione indotta dall’agonista rispetto alla 
forma più lunga (SSTR 2 A). Inoltre, dati recenti mostrano che il C-terminale 
gioca un ruolo fondamentale nel processo di desensibilizzazione di altri 
GPCR. Così, il progressivo troncamento del C-terminale del recettore della 
sostanza P, nel ratto, attenua la desensibilizzazione indotta dall’agonista. 
Analogamente, il recettore del fattore di attivazione delle piastrine (PAF) è 
desensibilizzato rapidamente per risposta all’esposizione prolungata agli 
agonisti, mentre una forma C-terminale troncata di questo recettore non 
subisce alcuna caratteristica di desensibilizzazione. Simili risultati sono stati 
notati in un altro recettore mutante PAF, in cui la serina e la treonina sono 
state sostituite con l’alanina nella coda C-terminale. Ciò indica che la 
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fosforilazione della parte C-terminale del recettore da parte di chinasi 
proteiche giochi un ruolo fondamentale nella desensibilizzazione indotta 
dall’agonista. È interessante notare che all’interno della regione C-terminale, 
in cui µ1 differisce da rMOR 1B, è stato trovato un potenziale sito di 
fosforilazione di β-ARK (per la treonina). Rimane da chiarire se la 
fosforilazione di questa treonina possa essere responsabile della 
desensibilizzazione dei rMOR 1B, o se sono coinvolti altri meccanismi. È stata 
segnalata poi un’altra variante dei recettori µ oppioidi umani. Questa isoforma, 
in cui l’introne 3’ terminale non è stato rimosso, codifica per un recettore µ, 
che è più breve di otto amminoacidi rispetto a µ1 e differisce di quattro 
amminoacidi al terminale C. Questa variante del recettore µ umano ha 
dimostrato di essere espressa in cellule SK-N-SH e nel cervello umano. 
Sarebbe interessante sapere se un’isoforma simile di µ1 può verificarsi anche 
nei ratti. Inoltre non è irragionevole supporre che in varie specie possano 
esistere diverse varianti di splicing alternativo del recettore µ1, che si 
distinguono nella composizione amminoacidica del C-terminale. Sarebbe 
interessante sapere se essi differiscono anche nella desensibilizzazione 
indotta dall’agonista. L’esistenza d’isoforme di µ1 nel cervello, che differiscono 
nella desensibilizzazione indotta dall’agonista, può spiegare l’osservazione 
ben nota che lo sviluppo di tolleranza alla morfina è diverso nei suoi vari 
effetti. Così, è stato osservato che la tolleranza all’effetto della depressione 
respiratoria è molto meno pronunciata rispetto ad altri effetti degli agonisti 
oppioidi. 
In seguito, sono state segnalate numerose varianti di splicing alternativo di 
OPRM1 per l’identificazione di esoni aggiuntivi all’interno del gene putativo del 
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recettore. Queste varianti di splicing sono troppo numerose perché siano 
dettagliate singolarmente, ma sono generate attraverso due meccanismi 
principali: esse sono o espresse da un promotore alternativo nell’esone 11, 
risultante in varianti con sequenze differenti nel terminale N o recettori troncati 
con una regione transmembrana (TM), oppure sono creati dallo splicing 
alternativo dell’esone 3. Alcune di queste varianti di splicing sono espresse a 
livelli molto più bassi rispetto a OPRM1, e hanno una distribuzione 
dell’espressione nella regione cerebrale che è distinta da quella di OPRM1. 
Per esempio, OPRM1C e 1D si trovano nel corno dorsale del midollo spinale a 
livello pre-sinaptico, mentre OPRM1 si trova sia a livello presinaptico sia post-
sinaptico. Inoltre quando qualche variante di splicing con differenti sequenze 
carbossi-terminali era espressa in modo eterologo in modelli cellulari,esibiva 
risposte farmacologiche distinte (Pan, X. Et al. 2005), suggerendo che le 
sequenze di coda carbossile, o le proteine cellulari associate alla coda 
carbossile, influenzano l’eventuale conformazione del recettore. Tuttavia, 
nessuna delle varianti di splicing può spiegare i sottotipi recettoriali µ1 e µ2. 
Il significato invivo di alcune di queste varianti di splicing di OPRM1 è stato 
illustrato usando gli studi di delezione del gene. 
 
2.2.1 EFFETTI DELLA MORFINA IN TOPI CHE PRESENTANO DELEZIONE 
DELL’ESONE 1 DEL GENE OPRM1 
La morfina produce analgesia attivando i recettori oppioidi µ codificati dal gene 
MOR-1. Sebbene la morfina 6-β-glucuronide (M6G), l’eroina e la 6-acetil-
morfina siano considerati oppioidi µ, recenti studi suggeriscono che essi 
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agiscono attraverso un meccanismo recettoriale distinto (Shuller, A. G. P. Et 
al., 1999). 
La questione è stata esaminata in topi knockout contenenti perturbazioni sia 
del primo sia del secondo esone codificante per MOR1. I topi omozigoti per 
entrambe le mutazioni di MOR1 sono rimastiinsensibili alla morfina. L’eroina, 
la 6-acetil-morfina e la M6G hanno continuato a suscitare analgesia nei topi 
che presentavano l’esone 1 mutato del gene MOR1. La M6G è inattiva nei topi 
che presentano l’esone 2 mutato  del gene MOR1. Questi risultati forniscono 
la prova genetica per l’esistenza di un sito unico recettoriale per l’analgesia di 
M6G e dell’eroina. 
 
2.2.2 COINVOLGIMENTO DELL’ESONE 11 NELLE VARIANTI DI SPLICING 
DEL GENE OPRM1; AZIONI DELLA MORFINA E DELL’EROINA 
L’eroina rimane una delle principali droghe di abuso ed è la preferita dai 
tossicodipendenti oltre alla morfina. Come quest’ultima, l’eroina ha elevata 
affinità e selettività per i recettori µ, ma la sua analgesia rimane costante, a 
differenza della morfina, in topi in cui si ha delezione dell’esone 1 del gene 
MOR1. Varianti di splicingdel gene MOR1, che sono prive dell’esone 1, sono 
stati osservati nei topi, negli esseri umani e nei ratti, sollevando la possibilità 
che essi possano essere responsabili dell’analgesia residua dell’eroina e della 
M6G in topi exon 1 knockout. Per testare questa possibilità, è stato perturbato 
l’esone 11 del gene MOR1, che elimina tutte le varianti che non contengono 
l’esone 1. L’analgesia della morfina e del metadone nei topi exon 11 knockout 
è rimasta costante, ma le azioni analgesiche dell’eroina, del M6G e del fentanil 
sono nettamente diminuite. Analogamente, la capacità di M6G di inibire il 
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transito gastrointestinale è stata notevolmente diminuita in questi topi exon 11 
knockout, mentre la capacità della morfina rimane invariata. Questi risultati 
identificano selettivamente i recettori coinvolti nelle azioni dell’eroina e della 
M6G confermano la rilevante importanza delle varianti dell’esone 11, 
sollevando questioni importanti per quanto riguarda l’importanza dei recettori 
accoppiati a proteine G (Pan, X. Et al., 2005). 
Molteplici recettori oppioidi µ sono stati confermati con la clonazione di una 
serie di varianti di splicing del gene MOR1. I primi studi hanno 
costatatol’esistenza di 3’-splicing, con una serie di varianti dell’esone 2 che si 
differenziano solo nella loro sequenza amminoacidica C-terminale. Una 
seconda serie di varianti di splicing5’, associati all’esone 11, illustra la natura 
complessa di questo gene. Questo studio stabilisce sia l’espressione sia 
l’importanza delle varianti di splicing associate all’esone 11. Quest’ultime 
rappresentano un significativo contributo alla totale espressione genica di 
OPRM1. Sono state osservate diverse distribuzioni regionali delle varianti di 
splicing dell’esone 11 che si differenziano dallo stesso MOR1, il che implica un 
significato funzionale. Tuttavia, il fenotipo dei topi exon 11 knockout fornisce la 
prima documentazione del ruolo funzionale di questo gruppo di varianti MOR1. 
Questi studi dimostrano l’importanza delle varianti dell’esone 11 associate alla 
mediazione dell’analgesia dell’eroina, della M6G e del fentanil, fornendo la 
prima associazione di specifiche varianti di splicing alle azioni di questi 
farmaci. 
I topi exon 11 knockout mostrano un fenotipo farmacologico unico e varianti di 
splicing del gene codificante il recettore µ possono contribuire a spiegare le 
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differenze di comportamento tra recettori oppioidi µ, inclusa la possibilità di 
distinguere la dipendenza da morfina e da eroina. 
Tuttavia, il ruolo delle varianti dell’esone 11 associato alle azioni dell’eroina e 
della M6G fa emergere un altro aspetto interessante  a livello molecolare. Le 
varianti dell’esone 11 che producono recettori a livello transmembranale 
contengono l’esone 1. Poiché l’eroina e la M6G risultano essere ancora attive 
in topi exon 1 knockout, queste varianti non sono suscettibili nello svolgere un 
ruolo importante nell’azione di questi farmaci. Tre delle varianti di splicing 
dell’esone 11 che non presentano l’esone 1 (MOR-1G, MOR-1M e MOR-1N), 
sono state localizzate nel cervello mediante Western Blot e Real time-PCR. 
Tuttavia, queste tre varianti di splicing dell’esone 11 sono strutturalmente 
uniche. Contengono solamente sei domini transmembrana che codificano gli 
esoni 2 e 3.  Anche se rimane sempre la possibilità di varianti ulteriori 
dell’esone 11 prive dell’esone 1 che possiedono una serie completa dei sette 
domini transmembrana, resta da identificare se le proteine troncate siano 
farmacologicamente attive. In conclusione, animali MOR-1 knockout hanno 
favorito molte intuizioni sull’azione degli analgesici oppioidi. La perturbazione 
dell’esone 11 ha generato un fenotipo analgesico, a differenza di quanto visto 
con l’esone 1 knockout, ciò stabilisce un ruolo per le varianti di splicing 
dell’esone 11 all’interno dell’azione dell’eroina. 
Oltre a fornire intuizioni sui potenziali effetti clinici di questi agenti, le 
osservazioni aprono anche domande sul potenziale significato funzionale di 
varianti di splicing delle proteine G accoppiate ai recettori, molti dei quali 
esprimono anche forme troncate. 
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La farmaco-selettività per le diverse varianti di splicingrappresenta 
un’opportunità per identificare o progettare composti che potrebbero attivare 
selettivamente una variante di splicing o il suo complesso. 
 
2.2.3 IBNtxA: AGONISTA PRIVO DI EFFETTI COLLATERALI 
L’isolamento di una serie di varianti di splicing del recettore µ, clonato nei topi 
e nei ratti, rivela una complessità notevolmente superiore alla classificazione 
farmacologica classica dei sottotipi di recettore µ. Tuttavia, questa complessità 
deve ancora essere sfruttata nel generare nuove classi di analgesici oppioidi. 
Un potente analgesico oppioide non presenta gli effetti collaterali tradizionali 
associati agli oppioidi classici, tra cui la depressione respiratoria, costipazione 
rilevante e dipendenza fisica. Ciò dimostra che è possibile dissociare gli effetti 
collaterali dall’analgesia (Majumdar, S. et al., 2011). 
È stata sintetizzata la iodobenzoilnatrexamide (IBNtxA) (fig. 5 Formula di 
struttura di IBNtxA), una molecola derivante dal naltrexone. In vivo, è un 
potente analgesico, circa dieci volte più potente della morfina, con un 
meccanismo d’azione diverso da quello dei soliti oppioidi. È attiva per 
somministrazione sottocutanea quanto orale, con un picco d’azione dopo 
somministrazione orale ritardato rispetto alla somministrazione parenterale. 
Oltre all’alta potenza, IBNtxA presenta piena efficacia. 
IBNtxA è una molecola molto interessante sotto molti punti di vista. Il suo 
profilo farmacologico in vivo si differenzia dagli altri oppioidi perché presenta 
una potente analgesia senza effetti collaterali. Tuttavia, è possibile ottimizzare 
ulteriormente la farmacologia. Relazioni struttura-attività rivelano composti con 
maggiore potenza e selettività. 
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Fig. 5 Formula di struttura di IBNtxA  
 
Quindi l’importanza di IBNtxA apre la porta allo sviluppo di nuovi farmaci e a 
una migliore comprensione dei recettori bersaglio, piuttosto che il suo sviluppo 
clinico. 
L’insensibilità dell’IBNtxA nei confronti degli antagonisti selettivi permette di 
separare definitivamente questa molecola dagli oppioidi classici. I modelli 
knockout possono dare maggiori informazioni sul bersaglio. La persistenza 
dell’analgesia di IBNtxA e livelli normali d’azione di IBNtxA nei topi che 
presentano delezione di tutti i recettori, esclude un ruolo dei recettori δ e κ, 
mentre indica un ruolo delle varianti di splicing dell’esone 11 che contengono 
solo sei domini transmembrana. L’eterodimerizzazione è stata ben dimostrata 
all’interno della famiglia dei recettori degli oppioidi, con alcuni complessi che 
mostrano profili farmacologici a differenza di uno dei due componenti 
esaminato da solo. Questi studi hanno suggerito l’eterodimerizzazione di 
varianti tronche in grado di generare nuovi bersagli farmacologici. In questi 
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studi, non è risultato evidente il legame di IBNtxA, quando a livello dei sei 
domini transmembrana il recettore MOR-1G era espresso singolarmente. Ciò 
porta a considerare l’idea dell’eterodimerizzazione. È stata provata la co-
espressione del gene MOR-1 con ORL-1 ed è stata osservata la formazione di 
un sito ad alta affinità di legame con IBNtxA. È stato scelto di testare ORL-1 
per diversi motivi: quando quest’ultimo è espresso da solo non lega IBNtxA; in 
secondo luogo, è stata dimostrata la capacità di dimerizzare da parte di MOR-
1G ed ORL.1. 
Tuttavia, la capacità di ORL-1 di collaborare con MOR-1G per formare il sito di 
legame non significa necessariamente che ORL-1 debba rappresentare il 
partner endogeno. Questi risultati dimostrano inoltre l’inattività di una variante 
troncata quando espressa da sola, ma non significa che un recettore troncato 
sia irrilevante e senza importanza. Ciò può rilevarsi importante anche per altri 
recettori GPCR accoppiati a proteine G troncate. La classificazione della 
destinazione di IBNtxA non è semplice. Anche se gli studi knockoutimplicano 
chiaramente che le sei varianti transmembrana derivino dal gene del recettore 
µ1, il suo partner endogeno rimane sconosciuto. Farmacologicamente, il 
profilo di IBNtxA e il sito di legame nel tessuto cerebrale non corrispondono ai 
recettori tradizionali µ, δ o κ basati sull’insensibilità ad agenti molto selettivi nei 
confronti di µ, δ e κ. Il profilo di legame di IBNtxA è molto simile a quello del 
sito di legame del recettore κ3, identificato con [3H]NalBzoH, e che molti degli 
analgesici proposti agiscono attraverso quel sito che ha perso attività nei topi 
exon 11 knockout. Quest’obiettivo offre un avanzamento importante nella 
progettazione e sviluppo di nuovi oppioidi potenti senza gli inconvenienti dei 
farmaci attualmente disponibili. 
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2.3 Eterodimerizzazione dei recettori 
 
L’opinione convenzionale che i GPCR siano e funzionino come proteine 
monomeriche (diversamente dai canali ionici che generalmente sono costituiti 
da aggregati multimerici), fu scossa dagli studi relativi al recettore GABAB, un 
GPCR clonato per la prima volta nel 1997 (Marshall et al., 1999). Si scoprì che 
di questo recettore esistevano due sottotipi, codificati da due geni diversi, e 
che il recettore funzionale era costituito da un eterodimero dei due sottotipi. 
Sono state trovate anche altre combinazioni di GPCR, ad esempio quella tra i 
recettori della dopamina (D2) e della somatostatina, sulla quale agiscono 
entrambi i ligandi, ma con una potenza aumentata. Il recettore dopaminergico 
D5, può, anche essere accoppiato direttamente al recettore canale, GABAA, 
inibendo la funzione di quest’ultimo senza l’intervento di alcuna proteina G. 
Queste interazioni sono state finora studiate in linee cellulari ingegnerizzate, e 
non è ancora stata verificata la loro esistenza in natura. All’interno della 
famiglia dei recettori oppioidi sono stati trovati dei dimeri stabili e funzionali dei 
recettori κ e δ, le cui caratteristiche farmacologiche differiscono da quelle 
degli altri recettori della famiglia. 
I GPCR costituiscono la più grande famiglia di recettori di membrana. 
L’organizzazione dei GPCR, in complessi di-oligomerici, è stata considerata 
per più di dieci anni e ora è supportata da numerosi studi funzionali, in saggi di 
complementazione in vivo e la struttura cristallina di due GPCR. Si parla di 
dimeri per semplicità, ma non si esclude l’esistenza di oligomeri. 
Considerando che la possibilità della formazione di un dimero GPCR è ora 
ampiamente accettata, rimangono irrisolti importanti quesiti: 
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- se siano dimeri costitutivi o dinamici; 
- dove siano localizzati nella cellula; 
- quali siano le funzioni specifiche di questi dimeri; 
Esistono emergenti prove a sostegno dell’esistenza di funzioni conseguenti la 
dimerizzazione dei GPCR che derivano da studi che rivelano 
l’intercomunicazione tra i due protomeri di un dimero GPCR. Questa 
comunicazione può essere osservata a livello dell’azione degli agonisti, della 
conformazione della struttura del dimero indotta dall’azione del ligando, e a 
livello del legame con le proteine G, comprese quelle eterotrimeriche. 
Questi tre livelli di intercomunicazione sono compatibili con la natura 
asimmetrica dei dimeri GPCR in cui ogni protomero può eseguire un compito 
specifico. È importante sottolineare che, l’asimmetria vincola anche i ligandi 
per i recettori GPCR ed ha importanti implicazioni per la farmacologia 
recettoriale e la progettazione di farmaci. Inoltre, fornisce più opzioni per la 
messa a punto di recettori GPCR e la loro segnalazione specifica sul tipo di 
cellula e al livello di complessi proteici associati ai GPCR. 
La dimerizzazione GPCR è un argomento d’interesse per la potenziale 
importanza delle conseguenze funzionali di tali interazioni. Grazie a degli 
studi, si è sviluppata la prova per cui l’accoppiamento tra dimeri e proteine G è 
fondamentale per il reclutamento delle arrestine. 
L’asimmetria a livello di legame con il ligando è stata dimostrata per molteplici 
recettori. 
Prove emergenti indicano che la dimerizzazione GPCR svolge un ruolo 
importante nell’organizzazione di complessi proteici associati con il recettore e 
l’integrazione del segnale. I progressi negli approcci di proteomica hanno 
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rivelato molte GIP che direttamente o indirettamente interagiscono con i 
domini intracellulari di GPCR. Inoltre, molte di queste PGI sembrano legarsi al 
recettore costitutivamente. La dimerizzazione GPCR prevede anche la 
possibilità di asimmetria più a valle in complessi proteici associati a GPCR, 
come suggerito per l’arrestina e i suoi molteplici partner d’interazione.  
La dimerizzazione GPCR non è l’unica possibile fonte di asimmetria o l’unico 
modo per spiegare il comportamento cooperativo di recettori. I recettori 
potrebbero, per esempio, competere per un gruppo limitato di proteine G. 
Il legame sequenziale di Gs e proteine Gi è stato suggerito per la β2-arrestina, 
mentre due distinte popolazioni di recettori si accoppino a una Gαi o Gα2. 
Infine, un numero crescente di studi indicano che il recettore GPCR potrebbe 
essere organizzato in oligomeri di ordine superiore, con tetrameri e di essere 
osservati più frequentemente. La natura asimmetrica dei GPCR di-oligomeri 
evidenzia il vantaggio che può essere acquisito da GPCR se organizzato in 
complessi oligomerici. A seconda della composizione molecolari di tali 
complessi, a livello del recettore stesso, dei suoi GIP e di ulteriori proteine 
associate a valle, il recettore può essere stabilizzato in conformazioni 
recettoriali distinte di legame con il ligando che può essere modulato, e quindi 
adattare le risposte cellulari adeguate a un dato contesto fisiologico o 
patologico. L’eventuale natura dinamica degli oligomeri GPCR, associati alle 
proteine G, aggiunge un’altra dimensione che viene presa in considerazione 
per lo sviluppo di nuove tecniche farmacologiche. 
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2.3.1 L’ETERODIMERIZZAZIONE DEL RECETTORE GPCR MODULA LA 
FUNZIONE DEL RECETTORE 
Esistono prove biochimiche e farmacologiche a sostegno 
dell’eterodimerizzazione, completamente funzionale, dei due recettori degli 
oppioidi κ e δ. Ciò indica un nuovo recettore che presenta proprietà di legame 
con il ligando funzionali, che sono distinte da quelle dei due recettori singoli. 
Gli studi effettuati da Jordan B. A. e Devi L. A. hanno utilizzato metodi come: 
- la generazione di linee cellulari esprimenti i recettori oppioidi; 
- dimerizzazione, immunoprecipitazione e western blotting; 
- saggi di binding; 
- saggi funzionali; 
Utilizzando la tecnica western blotting, sono stati esaminati lisati di cellule che 
esprimono i recettori κ taggati con un epitopo Flag, per verificare l’esistenza 
dei recettori κ sotto forma di dimeri. È stato provato che esistono recettori κ 
come dimeri, indipendentemente dalla presenza o assenza di un reticolante. 
La reticolazione viene richiesta per stabilizzare i dimeri dei recettori δ. 
L’identità di questo recettore è stata confermata da esperimenti di 
immunoprecipitazione. È stato scoperto che un anticorpo per il recettore myc-
tag può co-precipitare recettori di cellule che esprimono entrambi i recettori 
myc-tagged e Flag-tagged. La dimerizzazione dei recettori κ non è indotta da 
detergenti o condizioni di estrazione, come i recettori possono essere co-
precipitati sotto una varietà di condizioni, ma solo nelle cellule che co-
esprimono i recettori myc-tag e Flag-tag, e non da una miscela di cellule che 
esprimono i recettori singolarmente. I dimeri κ sono destabilizzati in presenza 
di agenti riducenti, suggerendo il coinvolgimento di legami disolfuro nella 
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dimerizzazione. È stato inoltre provato che il trattamento con agonisti non 
induce monomerizzazione dei dimeri κ, a differenza di quanto succede per i 
dimeri δ, i quali si dividono in monomeri in presenza dell’agonista. Questi 
risultati indicano che le proprietà dei dimeri κ e dei dimeri δ possono essere 
differenti.  
È stata esaminata, inoltre, la capacità dei recettori κ aeterodimerizzare con i 
recettori µ  o δ, utilizzando i tag. Myc-tag per recettori κ, Flag-tag per recettori 
δ e µ. Nel materiale immunoprecipitato, sono stati individuati i Flag-tag dei 
recettori δ, usando anticorpi specifici per i myc-tag dei recettori κ. Al contrario, 
Flag-tag dei recettori µ non sono stati rilevati in analoghe condizioni di co-
precipitazione. Questi risultati indicano che i recettori κ dimerizzano 
selettivamente con i recettori δ, ma non con i recettori µ. Gli eterodimeri κ-δ 
sono stabili in molti detergenti, e questi ultimi non inducono 
l’eterodimerizzazione. Come già detto sono destabilizzati da agenti riducenti, 
suggerendo l’esistenza di ponti disolfuro necessari per la formazione 
dell’eterodimero κ-δ.  
È stato esaminato l’effetto dell’eterodimerizzazione sul traffico recettoriale, 
utilizzando le cellule che co-esprimono κ e δ recettori. L’etorfina è un potente 
agonista, non selettivo, che si lega sia ai recettori κ che ai recettori δ. Nelle 
cellule che esprimono questi recettori singolarmente, l’etorfina può indurre 
l’internalizzazione dei δ, ma non quella dei recettori κ. Al contrario, nelle 
cellule che co-esprimono entrambi i recettori, l’etorfina non può indurre 
sostanziale internalizzazione dei recettori δ. Questi risultati suggeriscono un 
ruolo dell’eterodimerizzazione nel modificare le proprietà di traffico di questi 
recettori.  
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Nelle membrane di cellule che esprimono sia recettori δ che κ, è stato 
esaminato il legame con il ligando di eterodimeri κ-δ. È stata esaminata la 
capacità selettiva degli agonisti, 18, 19, 20 e 21, di competere con 
l’antagonista non selettivo dei recettori oppioidi, [3H]-diprenorfina. È stato 
scoperto che i recettori κ presentano alta affinità per l’agonista κ-selettivo 
(U69593), e per l’antagonista nolbinartophimine. Allo stesso modo, i recettori δ 
hanno presentato alta affinità per gli agonisti δ-selettivi ([D-PEN2, D-PEN5]-
encefalina; DPDPE) e l’antagonista TIPPΨ.  
In contrasto, gli eterodimeri κ-δ non mostrano affinità significativa né per gli 
agonisti né per gli antagonisti selettivi dei recettori κ e δ. Tuttavia, 
l’eterodimero mostra una forte affinità per i ligandi parzialmente selettivi. Le 
proprietà di questi eteromeri sono praticamente identiche a quelle del 
recettore κ2.  
Recenti studi, effettuati su topi recettore κ knockout, hanno dimostrato che in 
questi animali sono stati eliminati sia i recettori δ1 sia i δ2, indicando che il 
locus del recettore δ può codificare entrambi i sottotipi.  
È possibile che l’eterodimerizzazione di recettori κ-δ con altri GPCR potrebbe 
costituire una base molecolare per altri sottotipi recettoriali. 
È stato esaminato se  l’eterodimero κ-δ si legasse ad agonisti selettivi in modo 
sinergico. In presenza di un agonista δ-selettivo (DPDPE), un agonista κ-
selettivo (U69593) si lega all’eterodimero con alta affinità. Analogamente, si 
verifica anche il contrario, DPDPE si lega ad alta affinità in presenza di 
U69593. Il binding sinergico non è stato osservato in membrane che 
esprimono singolarmente i recettori κ e δ. Presi insieme, questi dati indicano 
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l’eterodimerizzazione κ-δ come un nuovo sito di legame che è in grado di 
legare ligandi altamente selettivi sinergicamente.  
È stato esaminato, inoltre, se l’associazione sinergica di agonisti portasse a 
una maggiore funzione effettrice. L’attivazione dei recettori degli oppioidi, da 
parte degli agonisti, fornisce risultati minori dei livelli di cAMP intracellulare e 
l’aumento dei livelli di fosforilazione della proteina chinasi (MAPK). La potenza 
dei singoli agonisti nel ridurre i livelli intracellulari di cAMP è circa dieci-venti 
volte inferiore a quella ottenuta con l’azione sinergica. Analogamente, è stato 
trovato un potenziamento significativo della fosforilazione di MAPK.  
Tutto ciò suggerisce che l’eterodimero κ-δ rappresenta un recettore funzionale 
che è attivato sinergicamente dai ligandi selettivi dei due protomeri. 
Questi dati forniscono la prova biochimica e funzionale per 
l’eterodimerizzazione del recettore oppioide.  
Questa è la prima prova diretta dell’eterodimerizzazione di tipi di recettori 
oppioidi e per due GPCR completamente funzionali. Gli eteromeri hanno 
notevolmente ridotto l’affinità per i loro ligandi selettivi. 
È interessante notare che gli agonisti selettivi possono legarsi in modo 
cooperativo agli eterodimeri e indurre risposte funzionali sinergiche. 
L’eterodimerizzazione potrebbe essere un meccanismo di attivazione dei 
recettori sul co-rilascio di peptidi endogeni selettivi. In alternativa, i recettori 
eterodimeri κ-δ potrebbero rappresentare un recettore per  un determinato 
peptide oppioide endogeno. Il numero di peptidi oppioidi endogeni è di gran 
lunga superiore al numero di recettori oppioidi clonati. Sottotipi di recettori 
oppioidi, derivanti dall’eterodimerizzazione dei recettori oppioidi con altri 
GPCR, potrebbero essere gli obiettivi per l’azione di questi peptidi endogeni. 
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Le interazioni fisiche tra GPCR hanno enormi implicazioni per la nostra 
comprensione di come  le loro azioni siano regolate. L’eterodimerizzazione dei 
recettori degli oppioidi indica anche ulteriori obiettivi per lo sviluppo di farmaci. 
 
2.3.2 IL RUOLO DELLE CODE CARBOSSILICHE TERMINALI NEL 
GENERARE UNA NUOVA FARMACOLOGIA E IL PROFILO DI 
ATTIVAZIONE DELLA PROTEINA G DEGLI ETERODIMERI µ-δ 
Il modo in cui i GPCR formano omo- o etero-oligomeri è stato descritto. Sono 
state fornite prove per l’interazione diretta dei recettori oppioidi µ e δ a formare 
eterodimeri, con la generazione di nuove funzioni farmacologiche e proprietà 
di accoppiamento a proteine G, distinte da quelle dimostrate quando ogni 
recettore è espresso individualmente. L’omodimerizzazione del recettore 
sembra essere un evento universale per i GPCR, con ruoli funzionali 
emergenti nei processi cellulari, quali il traffico del recettore dopo la sintesi nel 
reticolo endoplasmatico. I ruoli funzionali per l’eterodimerizzazione dei GPCR 
appaiono vari; vanno da chaperone molecolari favorendo la localizzazione 
sulla superficie cellulare, a nuove attività farmacologiche e proprietà di 
trasduzione del segnale. 
Recettori µ e δ sono caratterizzati da un’omologia amminoacidica del 65% che 
è maggiore nei domini transmembrana. È stato dimostrato che recettori 
omodimeri sono SDS-resistenti, e formano omo-oligomeri di ordine superiore, 
mentre, in condizioni identiche, i recettori µ e δ co-espressi non formano 
eterodimeri SDS-resistenti. Ciò suggerisce un’interazione diversa o più debole 
fra di essi. I recettori co-espressi hanno dimostrato di avere alterazioni 
significative nella loro farmacologia individuale e proprietà di trasduzione del 
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segnale, con l’emergere di proprietà uniche e funzioni di segnalazione 
additive. Sono state caratterizzate le possibili differenze nella farmacologia e i 
meccanismi di segnalazione derivanti dalla formazione dell’eterodimero µ-δ 
per poterne identificare un agonista specifico.  
Sono state definite le possibili basi strutturali per l’interazione recettore-
recettore, che non è stata caratterizzata. È stato dimostrato che deltorphin-II 
fosse un agonista dell’eterodimero µ-δ, in grado di indurre desensibilizzazione 
e attivare selettivamente la tossina sensibile della pertosse-insensitive Gz, 
mentre l’attivazione da parte dell’agonista dei singoli recettori µ e δ attiva la 
proteina Gi tossina sensibile. È stato anche determinato che le code distali 
carbossiliche, di entrambi i recettori, partecipano alla base strutturale per la 
generazione della farmacologia unica dell’eterodimero µ-δ. 
L’interazione tra i recettori µ e δ genera nuove proprietà farmacologiche e 
funzionali dovute alla formazione di un complesso unico di segnalazione, 
distinto da quello presente quando i recettori sono espressi singolarmente, 
formando omo-oligomeri. È stato stabilito che deltorphin-II è un potente 
agonista del complesso µ-δ, con l’individuazione di agonisti con siti di legame 
ad alta affinità sensibili alla desensibilizzazione del nucleotide guanidina ed 
una diminuzione dell’affinità dovuta all’esposizione prolungata all’agonista. Nel 
complesso µ-δ, il deltorphin-II media questi effetti attraverso il coinvolgimento 
della proteina G, PTX-insensitive, Gz. 
Il passaggio da Gi3, attivata dall’interazione dell’agonista sui recettori omo-
dimerici µ e δ, all’attivazione di Gz, da parte dell’eteromero µ-δ, rappresenta la 
prima dimostrazione definitiva di un cambiamento radicale nella specificità 
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delle proteine G per un complesso recettoriale eterodimerico che è diverso 
dalla specificità dei suoi costituenti recettoriali. 
È stata anche individuata la base strutturale per l’interazione µ-δ, che ha 
coinvolto in parte le porzioni distali delle code carbossiliche sia sui recettori µ 
sia sui recettori δ, come elementi fondamentali necessari per la generazione 
del profilo farmacologico dell’eterodimero. 
L’interazione delle code carbossiliche è stata anche responsabile, in parte, 
dell’associazione fisica di µ e δ, ma non per le interazioni µ-µ e δ-δ. 
L’analisi farmacologica dei recettori oppioidi ha fornito la prova dell’esistenza 
di una farmacologia ibrida e varia in tessuti diversi, che anche prima della 
clonazione dei recettori oppioidi è stata proposta come causa della formazione 
di complessi tra diversi tipi di recettori oppioidi. 
In seguito, è stato dimostrato che, almeno in parte, la base molecolare per 
queste osservazioni può essere l’eterodimerizzazione dei recettori µ e δ.  
Gli studi precedenti avevano dimostrato la maggiore efficacia di ligandi, quali il 
deltorphin-II anziché DPDPE in questo complesso, il che conferma 
esattamente i risultati naturali. 
Tuttavia, il profilo di affinità agonista ai recettori co-espressi µ e δ si avvicina 
alla farmacologia dei recettori δ2, ma sono state dimostrate eccezioni, che 
precludono la conclusione definitiva che l’eteromero µ-δ rappresenti il sottotipo 
recettoriale δ2, precedentemente caratterizzato e definito nei tessuti. 
In questi studi, deltorphin-II sembra funzionare come un vero agonista presso 
il complesso eterodimerico µ-δ, come dimostra la rilevazione dei recettori in 
uno stato di alta affinità, la loro sensibilità ai nucleotidi guanina, e la prova di 
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desensibilizzazione e down-regulation dovuta all’esposizione prolungata al 
deltorphin-II.  
Il profilo farmacologico ottenuto con la co-espressione dei recettori µ e δ ha 
indicato che le tasche di legame di ciascun recettore sono state alterate. 
Infatti, sia DAMGO sia DPDPE, considerati µ-selettivo e δ-selettivo 
rispettivamente, hanno avuto affinità più basse, ma equivalenti per i recettori 
eterodimerici µ-δ. La continua capacità di deltorphin-II di comportarsi come un 
agonista, a seguito del trattamento con la tossina della pertosse, ha indicato 
che i recettori µ-δ sono stati associati con una proteina G PTX-insensitive.  
Poiché le interazioni predominanti di µ e δ con proteine G coinvolgono 
proteine Gi, sono stati esaminati gli effetti delle proteine PTX in modo 
irreversibile, staccandole dai recettori. È stato dimostrato che la segnalazione 
attraverso le ciclasi, tramite gli eterodimeri recettoriali µ-δ, persiste anche 
dopo l’inattivazione delle proteine G. 
La capacità di deltorphin-II di inibire le ciclasi PTX, dopo il trattamento di 
cellule esprimenti eterodimeri recettoriali µ-δ, ha indicato che il secondo 
messaggero, conseguente l’inibizione dell’adenilato ciclasi, è mediato da una 
proteina G PTX-insensitive, possibilmente Gz. 
Sebbene i recettori oppioidi abbiano la capacità di accoppiarsi a più proteine 
G, tra cui Gz, è stato mostrato che,per il recettore oppioide µ, l’inattivazione 
delle proteine Gi/Go ha causato la perdita completa dell’affinità a DAMGO. 
Inoltre, è stato dimostrato che l’inibizione dell’adenilato ciclasi mediata dai 
recettori oppioidi µ e δ è completamente abolita dal trattamento con PTX, 
indicando l’accoppiamento preferenziale a proteine Gi quando i recettori µ e δ 
sono espressi singolarmente.  
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Alla luce di questi risultati, è stato ipotizzato che il profilo dell’affinità del 
ligando agonista, ottenuto a seguito del trattamento con PTX, dovrebbe 
riflettere le affinità di questi complessi per l’eterodimero µ-δ accoppiato alla 
nuova proteina G, PTX-insensitive. 
La graduatoria di affinità ottenuta dopo il trattamento con PTX è: 
DSLET > deltorphin-II > DAMGO > DPDPE, ed unica per il complesso 
eterodimerico µ-δ.  
L’ordine dell’inibizione della ciclasi da parte di questi agonisti, a seguito del 
trattamento con PTX, indica che il complesso µ-δ media questa funzione.  
L’identificazione di nuovi accoppiamenti tra proteina G e recettori µ-δ e la 
dimostrazione dell’internalizzazione del recettore δ, con un agonista-δ quando 
co-espresso con i recettori µ, ha portato a ipotizzare che l’associazione di 
questi recettori eterodimerici può avere indotto differenze conformazionali nei 
domini intracellulari dei recettori µ e δ. 
Infatti, la somma dei risultati suggerisce che la tasca di legame del ligando e la 
conformazione dei domini intracellulari del complesso µ-δ differiva da quello 
dei recettori omodimerici µ-µ e δ-δ. 
In particolare, le code carbossiliche dei GPCR hanno dimostrato di avere 
importanti ruoli funzionali nel mediare molti dei passi necessari per 
l’internalizzazione recettoriale indotta da agonisti. Più in particolare, i segmenti 
della coda carbossilica e specifici residui ivi contenuti cono stati identificati per 
entrambi i recettori µ e δ, importanti per l’internalizzazione indotta 
dall’agonista.  
È stato ipotizzato, pertanto, che l’incapacità del recettore δ ad internalizzare, 
quando co-espresso con il recettore µ, indica che la regione corrispondente 
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della coda carbossilica, che media l’internalizzazione del recettore δ, sia stata 
in qualche modo occlusa. 
Per verificare ciò, è stato troncato selettivamente il segmento distale di 15 
amminoacidi del recettore oppioide δ a livello della coda carbossilica, e poi un 
ulteriore tratto di 14 amminoacidi.  
La farmacologia del DAMGO, a livello dei recettori co-espressi, indica che la 
coda carbossilica del recettore oppioide δ è stata coinvolta nella mediazione 
della modifica del sito di legame di DAMGO a livello del recettore oppioide µ. 
Troncamenti simili sono stati effettuati anche nei recettori µ, confrontando 
l’attività di DPDPE. Quando i recettori mutanti µ troncati sono stati co-espressi 
con il recettore oppioide δ, il sito di legame ad alta affinità di DPDPE è rimasto 
intatto. Ciò indica che la coda carbossilica del recettore µ ha contribuito 
all’alterazione del sito di legame DPDPE nel recettore δ. Questi dati rivelano 
che le code carbossiliche di entrambi i recettori sono reciprocamente coinvolte 
nel generare la farmacologia dell’eterodimero µ-δ.  
È stato studiato il contributo delle porzioni distali delle code carbossiliche alla 
capacità complessiva dei recettori di eterodimerizzare. 
Entrambi i recettori mutanti δ e µ, troncati, quando espressi singolarmente, 
formano omodimeri SDS-resistenti e di ordine superiore. Questi dati mostrano 
che le code carbossiliche non hanno avuto alcun ruolo nel generare 
l’assemblaggio omodimerico di µ e δ. La ridotta capacità del recettore troncato 
δ a co-immunoprecipitare con il recettore µ e viceversa, ha indicato che le 
interazioni che coinvolgono la coda carbossilica sono significative nel 
mantenere il complesso eterodimerico intatto. 
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Tuttavia, le interazioni tra recettori µ e δ in altri siti sono probabilmente 
presenti, perché la co-immunoprecipitazione non è stata abolita. L’interazione 
µ-δ è stata verificata soltanto quando i recettori erano co-espressi, indicando 
che la formazione degli eterodimeri probabilmente è avvenuta 
contemporaneamente alla traduzione o subito dopo. L’espressione sfalsata 
dei due recettori per 24 ore ha impedito l’eterodimerizzazione e provocato il 
profilo farmacologico tipico degli omo-oligomeri µ  e δ. 
La dipendenza associata ai recettori µ e le funzioni recettoriali di δ, come 
dimostrato in modelli di analgesia e antinocicezione riguardanti anche la 
dipendenza e la tolleranza alla morfina, possono fornire una base fisiologica 
per la funzione dei recettori eterodimeri. Il significato fisiologico delle 
interazioni µ-δ è stato ben illustrato negli animali con recettori oppioidi knock-
out. In contrasto con gli animali wild-type, i recettori dei topi µ knock-out non 
hanno mostrato la preferenza al deltorphin-II, considerato un agonista δ-
selettivo; ciò è stato indicato dall’assenza degli effetti gratificanti del 
deltorphin-II in questi topi. 
Inoltre, i topo µ knock-out non sviluppano dipendenza al deltorphin-II. Questi 
dati forniscono un’eccellente convalida alle conclusioni per quanto riguarda la 
capacità del deltorphin-II di funzionare come un agonista dell’eteromero µ-δ. 
Inoltre, le diverse funzioni recettoriali δ sono state alterate in topi µ knock-out, 
ed è stata dimostrata una perdita di tolleranza alla morfina in topi privi del 
recettore oppioide δ.  
Anche a livello cellulare, è stato dimostrato che esistono recettori µ e δ entro 
gli stessi neuroni, e che la stimolazione dei neuroni con morfina,agonista µ-
selettivo, ha notevolmente aumentato il reclutamento di recettori δ intracellulari 
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nella superficie cellulare, indicando che il traffico cellulare del recettore δ 
potrebbe essere influenzato dall’attivazione selettiva del recettore oppioide µ, 
in sintesi, è stato dimostrato che l’associazione eteromerica tra recettori µ e δ 
genera una farmacologia distinta e nuova, che deriva da interazioni mediate 
dalle code carbossiliche terminali dei recettori.  
L’identificazione del deltorphin-II come agonista del complesso eterodimerico, 
e la nuova associazione di questo complesso recettoriale con una proteina G, 
PTX-insensitive, identificata come Gz, indica la formazione di un’unità di 
segnalazione diversa da quella presente quando µ o δ sono espressi 
singolarmente. 
L’eterodimerizzazione dei recettori oppioidi µ e δ amplia il repertorio dei 
meccanismi di trasduzione del segnale, disponibili per questi recettori, e offre 
una premessa biologica per lo studio e lo sviluppo di meccanismi terapeutici 
nuovi.  
L’eterodimerizzazione dei recettori oppioidi µ e δ per generare un’unica unità 
di segnalazione farmacologica ha anche significative implicazioni per la 
scoperta di farmaci, fornendo un target elevato e non testato di farmaci, che 
possano avere una maggiore rilevanza fisiologica in processi come 
l’analgesia, la tolleranza e la dipendenza. 
 
2.3.3 L’ETERODIMERIZZAZIONE PORTA AD UN’INTERRUZIONE DELLA 
SEGNALAZIONE 
Studi, effettuati da Rozenfeld R. e Devi L. A., mostrano che 
l’eterodimerizzazione dei recettori µ con i recettori δ porta ad un’assunzione 
costitutiva della β-arrestina2 che comporta una variazione della regolazione 
	   55	  
della segnalazione spazio-temporale di chinasi ERK1/2. Il coinvolgimento della 
β-arrestina2 con l’eterodimero può essere modificato mediante trattamento 
con una combinazione dell’agonista µ (DAMGO) e l’antagonista δ (TippΨ), e 
questo porta a un cambiamento della conformazione dellechinasi ERK1/2. 
Questi dati indicano che eterodimeri µ-δ hanno una conformazione che 
permette il co-trattamentodi ligandi µ e δ, con segnalazione non mediata dalla 
β-arrestina2. 
La destabilizzazione di questa conformazione, da co-trattamento con ligandi µ 
e δ, porta a un passaggio di segnalazione non mediato dalla β-arrestina2. 
Questi dati, presi insieme, mostrano per la prima volta che eterodimeri µ-δ, 
con differente reclutamento della β-arrestina2, modulano le dinamiche spazio-
temporali del segnale del recettore oppioide. 
L’attivazione dei recettori µ,δ e κ porta all’inibizione dell’attività dell’adenilato 
ciclasi, alla fosforilazione del segnale extracellulare regolato da chinasi 1/2 
ERK, all’attivazione di correnti al K+ e all’inibizione dei canali al Ca++.  
Studi precedenti hanno dimostrato che la funzione principale della morfina è 
legata essenzialmente all’attivazione del recettore µ. Inoltre, µ interagisce con 
δ, e questo porta a cambiamenti di proprietà del recettore. 
I topi trattati con antagonisti δ, esibiscono tolleranza e dipendenza minore nei 
confronti della morfina. Animali δ knock-out non sviluppano tolleranza alla 
morfina, e riducendo la superficie di inserimento δ, presentano un’abolizione 
della tolleranza alla morfina. Inoltre, il trattamento cronico con morfina causa 
up-regulation dei recettori δ, che porta a cambiamenti nella funzione dei 
recettori µ. 
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Recenti studi hanno esaminato direttamente l’interazione tra µ e δ, utilizzando 
una varietà di tecniche come la risonanza, la bioluminescenza, 
l’immunoprecipitazione e il trasferimento di energia, e hanno dimostrato che 
l’eterodimerizzazione e il legame con il ligando creano una via di trasduzione 
del segnale. Questi studi hanno suggerito che l’eterodimero µ-δ potrebbe 
rappresentare un’unità distinta da µ o δ. Ciò è confermato dal fatto che la 
segnalazione, indotta da agonisti dei recettori µ, può essere migliorata dal co-
trattamento con ligandi δ-selettivi, insieme a antagonisti δ-selettivi. Ciò solleva 
la possibilità che le vie di segnalazione attivate da eterodimeri µ-δ sono 
distinte da quelle attivate da monomeri µ e δ. È stato dimostrato che gli 
eterodimeri reclutano la β-arrestina. Questi risultati hanno grande rilevanza 
clinica poiché la modulazione della fosforilazione di ERK ha dimostrato di 
giocare un ruolo importante nella regolazione del dolore e dell’analgesia. 
La β-arrestina2 mediata dalla fosforilazione ERK è stata descritta in vari 
GPCR, sebbene la maggior parte di questi studi sia stata effettuata in cellule 
che esprimono solo omodimeri.  
L’attivazione della β-arrestina2 mediata da ERK è sensibile alla tossina della 
pertosse, suggerendo che questo richiede anche l’attivazione di una proteina 
G. È concepibile che i recettori omo- ed etero-oligomeri siano organizzati 
come complessi di ordine superiore che includono proteine G e altre molecole 
di segnalazione.  
All’interno del complesso, l’attivazione del recettore potrebbe avviare una 
sequenza di eventi che coinvolgono l’attivazione della proteina G, un 
componente dei quali potrebbe indurre cambiamenti nella conformazione di β-
arrestina2 tramite la fosforilazione ERK. 
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Sono necessari ulteriori studi per validare tale modello. Presi insieme, questi 
risultati mostrano per la prima volta che eterodimeri µ-δ, con l’assunzione di β-
arrestina, modulano le dinamiche di segnalazione dei recettori e dei suoi effetti 
a valle. Questi risultati hanno potenziale rilevanza clinica per gli effetti modulati 
della morfina. L’eterodimerizzazione di µ e δ è stata implicata nella 
regolazione dell’analgesia della morfina. 
È stato dimostrato che l’attività dell’eterodimero µ-δ, occupando il sito di 
legame del protomero δ, modifica la risposta indotta da agonisti del partner µ.  
Animali β-arrestina2 knock-out mostrano anche un miglioramento 
dell’analgesia indotto dalla morfina. È stato mostrato che la doppia 
occupazione dell’eterodimero comporta la fosforilazione ERK simile a quella 
dei recettori µ. 
Il co-trattamento con un antagonista δ provoca cambiamenti nella 
segnalazione mediata dalla morfina simili a quelli osservati con DAMGO. Ciò 
offre l’opportunità di mirare selettivamente agli eterodimeri con una 
combinazione di morfina e δ-antagonista. Ciò comporterebbe un’interruzione 
della segnalazione dell’eterodimero µ-δ per un percorso mediato dal recettore 
µ, risultante in un aumento della risposta analgesica del recettore µ, e quindi 
effetti migliori della morfina. 
Interazioni tra µ e δ sono state implicate nello sviluppo di tolleranza alla 
morfina. Studi precedenti hanno riportato la modulazione della tolleranza alla 
morfina da parte dei recettori δ, utilizzando animali δ knock-out, o con 
espressione del recettore δ compromessa, o con trattamento di ligandi del 
recettore δ. Tutto ciò, con la constatazione che gli animali privi di β-arrestina2 
non riescono a sviluppare la tolleranza alla morfina, supporta un ruolo per 
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l’eterodimero µ-δ nella regolazione della β-arrestina2 nella regolazione della 
tolleranza degli oppioidi. 
Questi risultati mostrano che l’eterodimero µ-δ modula l’attivazione di ERK 
indotta dall’agonista del recettore µ, e le sue vie di segnalazione a valle 
suggeriscono un ruolo provocatorio dell’eterodimerizzazione nello sviluppo di 
analgesia e tolleranza degli oppioidi. 
 
2.3.4 6’-GNTI: AGONISTA SELETTIVO DEGLI ETERODIMERI κ-δ 
Sono stati effettuati studi i cui dati mostrano che l’oppioide agonista 6’-
guanidinonaltrindole (6’-GNTI) ha la proprietà di attivare selettivamente solo 
recettori eterodimeri degli oppioidi (Waldhoer, M. Et al., 2005). 
Il 6’-GNTI (fig. 6 Formula di struttura del 6’-GNTI) è un analgesico, e in tal 
modo dimostra che i recettori oppioidi eterodimeri sono funzionalmente 
rilevanti in vivo. 
 
Fig. 6 Formula di struttura del 6’-GNTI 
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Originariamente, 6’-GNTI è stato segnalato per essere un agonista dei 
recettori κ, ciò si basava sull’osservazione che la sua attività potrebbe essere 
bloccata dall’antagonista selettivo, nor-binaltorphimine (nor-BNI), dei recettori 
κ dell’ileo di cavia. 
Tuttavia, durante le prove nella vescicola seminale dei topi, il 6’-GNTI non 
mostra alcuna attività agonista, nonostante la presenza di tutti e tre i tipi di 
recettori degli oppioidi, μ, δ e κ.  Queste differenze, tessuto-specifiche di 
attività del 6’-GNTI, suggeriscono che il recettore bersaglio per l’analgesico è 
presente nell’ileo di cavia ma non nella vescicola seminale. Quest’obiettivo 
tissutale potrebbe rappresentare un eterodimero recettoriale. 
Per esaminare se il 6’-GNTI fosse un agonista eterodimero-selettivo dei 
recettori oppioidi, è stato generato HEK-293, ceppo di cellule che esprimono 
stabilmente versioni epitopo-tag dei recettori μ, δ e κ, e linee cellulari che 
esprimessero sia μ che δ, κ e μ, e κ e δ, combinati.  
Gli eterodimeri sono facilmente rilevabili nelle doppie linee cellulari, e almeno il 
50% dei complessi recettoriali sono composti da κ-δ. 
Il 6’-GNTI è risultato il più potente ed efficace a indurre il rilascio di Ca++ nelle 
cellule esprimenti δ -κ , seguono le cellule esprimenti κ -μ , mentre la 
potenza più bassa è stata riscontrata su cellule che esprimono il recettore κ 
singolarmente. 
L’agonista κ -selettivo U69-593, al contrario, ha dimostrato di essere 
ugualmente attivo sia nelle cellule esprimenti solo il recettore κ, sia nelle 
cellule esprimenti l’eterodimero, suggerendo che la maggiore attività del 6’-
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GNTI sugli eterodimeri non riflette un aumento generale della potenza 
dell’agonista selettivo κ nelle cellule che esprimono l’eterodimero.  
È importante evidenziare che il 6’-GNTI non ha avuto alcun effetto agonista 
sulle cellule esprimenti i recettori μ, singolarmente o in combinazione.  
Sebbene il 6’-GNTI abbia avuto effetto agonista sia sul δ che sul μ, esso 
vincola entrambi questi recettori, come valutato dallo spostamento del legame 
del radio-ligando oppioide non selettivo, [3H]-diprenorfina. È importante che la 
selettività agonista del 6’-GNTI per i recettori eterodimeri, μ-κ e perκ-δ, 
non riflette le differenze nei livelli di espressione dei recettori tra il tipo di linee 
cellulari, ma tutte le linee cellulari hanno corrispondenti livelli di espressione 
del recettore, come valutato dal test ELISA e il test del radio-ligando.  
Poiché il 6’-GNTI attiva i recettori κ-μ e κ-δ, è stato esaminato se l’effetto 
dell’agonista fosse bloccato con antagonisti κ-, μ-, o δ-selettivi. In cellule 
che esprimono eterodimeri κ - δ , sia l’antagonista κ -selettivo 
norbinaltorphimine (nor-BNI) sia l’antagonista δ-selettivo naltrindolo (NTI), 
hanno bloccato la segnalazione mediata da 6’-GNTI. Analogamente, nelle 
cellule esprimenti l’eterodimero μ-κ, antagonisti selettivi hanno abolito la 
segnalazione mediata da 6’-GNTI. 
Questi dati implicano che il 6’-GNTI bersagli simultaneamente entrambi i 
protomeri recettoriali. Inoltre, il 6’-GNTI è risultato in grado di competere con 
[3H]-diprenorfina a livello dell’eterodimero κ-δ, suggerendo che l’interfaccia 
κ-δ prevedesse una popolazione omogenea di siti di legame per il 6’-GNTI. 
Al contrario, [3H]-diprenorfina è vincolata dalla concorrenza, nelle cellule che 
esprimono recettori κ e δ con NTI o nor-BNI. 
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L’affinità di NTI e nor-BNI ai siti di legame nelle cellule esprimenti κ e δ non 
corrispondono all’affinità dei rispettivi protomeri recettoriali espressi 
singolarmente; ciò fornisce un supporto aggiuntivo per la formazione di un 
unico complesso recettoriale, specifico, generato attraverso la formazione 
dell’eterodimero. 
Una spiegazione alternativa per l’aumento di attività del 6’-GNTI, nelle cellule 
esprimenti entrambi i recettori, è la presenza di un secondo recettore (ad es. 
δ) e che l’azione sinergica migliori la segnalazione del primo recettore (ad es. 
κ).  Se questa cooperazione fosse aumentata dall’espressione di κ-δ o di 
μ-κ nelle cellule, si potrebbe potenziare la segnalazione di 6’-GNTI. 
Tuttavia, aumentando l’espressione del recettore δ o del recettore κ, nella 
linea cellulare che esprime κ-δ, diminuisce il rilascio del Ca++ mediato dal 
6’-GNTI in modo dose-dipendente. Questi risultati suggeriscono che l’aumento 
dei livelli di δ o κ, nella linea cellulare che esprime l’eterodimero κ-δ, ha 
determinato un rapporto sfavorevole tra eterodimeri (che sono l’unità di 
segnalazione per 6’-GNTI) rispetto ai recettori singoli (che legano 6’-GNTI, 
formando comunque poco segnale). Quest’effetto non è stato causato 
dall’inibizione non specifica della segnalazione da parte di una maggiore 
espressione dei recettori accoppiati a proteine G inibitorie, in quanto la co-
espressione del recettore per chemochine, CCR5, nelle cellule esprimenti 
l’eterodimero κ -δ  non ha alterato in modo significativo l’efficienza di 
segnalazione del 6’-GNTI. Così, l’attività sinergica non può spiegare la 
maggiore attività del 6’-GNTI sulle cellule che esprimono 
contemporaneamente recettori κ e δ. Pertanto, è stato proposto che l’unità 
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funzionale primaria, per l’agonismo del 6’-GNTI, fosse l’eterodimero k-δ. Si 
possono prevedere diversi meccanismi con cui questa unità possa essere 
attivata dal 6’-GNTI. Per esempio, l’antagonismo del recettore δ, migliora 
l’attività µ, in cellule che co-esprimono recettori µ e δ. Sembra quindi che 
l’antagonismo dei recettori δ faciliti la segnalazione µ-agonista-mediata 
nell’eterodimero µ-δ.  
Poiché 6’-GNTI è un antagonista con elevata affinità per il protomero δ, è 
possibile che l’antagonismo del 6’-GNTI al recettore δ faciliti la segnalazione 
tramite il protomero κ. Tuttavia, la presenza dell’agonista selettivo δ, NTI, non 
ha incrementato la segnalazione del 6’-GNTI nell’eterodimero δ-κ. Al contrario, 
sia NTI, sia nor-BNI bloccano la segnalazione mediata dal 6’-GNTI tramite 
l’eterodimero κ-δ. Lo stesso vale quando l’eterodimero κ-δ è stimolato con 
l’agonista κ-selettivo U69-593, o l’agonista δ-selettivo DPDPE. Né nor-BNI ha 
incrementato la segnalazione mediata da DPDPE nell’eterodimero κ-δ, né NTI 
ha migliorato la segnalazione mediata da U69-593.  
In sintesi, né la sinergia recettoriale né una combinazione di κ-agonismo con 
δ-antagonismo possono spiegare il profilo di segnalazione del 6’-GNTI, nelle 
cellule esprimenti l’eterodimero κ-δ.  
Questi dati supportano il modello secondo il quale il 6’-GNTI impegni 
l’eterodimero κ-δ, generando una segnalazione unica.  
È stato suggerito che gli eterodimeri κ-δ potessero esistere, in vivo, nel midollo 
spinale del topo. È stato quindi esaminato se il 6’-GNTI fosse un analgesico, 
quando somministrato su di essi. In effetti, l’analgesia indotta dal 6’-GNTI nel 
topo, ha fornito un effetto che è stato completamente bloccato da nor-BNI, e 
NTI.  
	   63	  
Il fatto che non solo nor-BNI, ma anche l’antagonista δ-selettivo NTI, 
bloccasse completamente l’analgesia mediata da 6’-GNTI suggerisce che il 
bersaglio in vivo per il 6’-GNTI sia l’eterodimero κ-δ, anziché il monomero κ.  
A ulteriore sostegno di questa ipotesi, l’antagonista selettivo bivalente 
dell’eterodimero κ-δ, KDN-21, ha bloccato completamente l’analgesia mediata 
da 6’-GNTI, con una potenza dieci volte maggiore rispetto all’antagonista 
monomero-selettivo. 
Il 6’-GNTI ha risultato essere 50 volte più potente dell’agonista selettivo κ, 
U50-488, suggerendo ancora una volta che il bersaglio in vivo del 6’-GNTI 
fosse non solo il recettore κ, ma l’eterodimero κ-δ.  
È interessante notare che il 6’-GNTI ha prodotto poca analgesia quando è 
stato somministrato nell’apparato cerebro ventricolare. Pertanto sembra che 
esistano recettori eterodimeri κ-δ nel midollo spinale, ma non rappresentano 
un’unità analgesica funzionale nel cervello.  
Questi dati suggeriscono che recettori eterodimeri oppioidi rappresentino 
un’unità funzionale distinta e potrebbero fornire un obiettivo per lo sviluppo di 
analgesici oppioidi, tessuto-selettivi, con ridotti effetti collaterali.  
In caso affermativo, gli eterodimeri GPCR potrebbero rappresentare un 
bersaglio grande per lo sviluppo della ricerca terapeutica.  
La funzione dei recettori orfani potrebbe essere quella d formare un 
complesso con note GPCR, modulando in tal modo il legame e la 
segnalazione del partner eterodimerico, sia allostericamente sia tramite la 
formazione di una tasca unica vincolante. 
Inoltre, se gli altri eterodimeri GPCR mostrano un’espressione tessuto-
selettiva e, o attività terapeutica di tali complessi di segnalazione, potrebbero 
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essere tenuti a mostrare una prova dell’esistenza di eterodimeri GPCR, e che 
ciò possa fornire un quadro notevole per lo sviluppo di terapie. 
Studi pubblicati recentemente, da Marie-Laure Rives, Mary Rossillo, Lee-Yuan 
Liu-CheneJonathan A. Javitch della Columbia University, suggeriscono che 
l’azione del 6’-GNTI, su recettori κ accoppiati a proteine G, inibisca il 
reclutamento dell’arrestina. 
I dati forniti da questa pubblicazione mettono in discussione l’idea che il 6’-
GNTI sia selettivo per l’eterodimero δ-κ, come osservato dall’attivazione delle 
proteine G e dall’inibizione di cAMP in cellule HEK, in cui è stato espresso 
solamente il recettore κ. Ciò è coerente con l’alterazione, piuttosto superflua, 
della potenza di 6’-GNTI descritta in un saggio tail-flick in topi DOR knock-out. 
Lo studio originale, che suggerisce una diminuzione dell’efficacia di 6’-GNTI 
sui recettori κ rispetto all’eterodimero κ-δ, ha utilizzato un saggio per la 
segnalazione della proteina Gqi5 chimerica.  
È anche possibile che l’espressione rafforzata sulla superficie cellulare del 
recettore κ, dalla co-espressione del recettore δ, influenzi i risultati.  
Anche se sembra chiaro che il recettore δ non sia essenziale per la funzione 
del 6’-GNTI, sia in cellule HEK sia in vivo, ciò non esclude un ruolo del 
recettore δ nel modulare la segnalazione di κ in vivo, attraverso sia un 
eterodimero sia un meccanismo a valle di cross-talk, come proposto in studi 
recenti.  
Tutto ciò è emerso recentemente come un concetto chiave per lo sviluppo di 
nuove terapie farmacologiche. Ligandi GPCR possono attivare entrambe le vie 
di segnalazione delle proteine G, che regolano le loro azioni terapeutiche e gli 
effetti collaterali.  
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La comprensione delle vie di segnalazione, che contribuiscono all’efficacia 
terapeutica e agli effetti collaterali, consentirà la progettazione di farmaci 
candidati a fornire terapie più sicure e più efficaci. 
 
2.3.5 FARMACOLOGIA SPECIFICA DEGLI ETERODIMERI RECETTORIALI 
DEGLI OPPIOIDI 
Le riflessioni riportate di seguito, sono state pubblicate da Richard M. Van 
Rijn, Jennifer L. Whistler e Maria Waldhoer, nel 2010. 
L’omodimerizzazione e l’eterodimerizzazione dei sette domini transmembrana 
(7TM) accoppiati a proteine G, sono stati e saranno sempre un importante 
campo di studio. Considerando che gli studi iniziali sono stati eseguiti in 
sistemi di cellule artificiali, pubblicazioni recenti stanno spostando l’attenzione 
alla rilevanza in vivo dell’eterodimerizzazione. Ciò è, ovviamente, evidente per 
il campo dei recettori oppioidi. 
Con l’identificazione di farmaci che mirano agli eterodimeri recettoriali, sono 
state studiate le differenze sulle proprietà di traffico dei recettori eterodimeri 
rispetto alle loro controparti monomeriche. 
Non solo i sottotipi di recettori oppioidi variano nella loro segnalazione e nella 
proprietà di legame con il ligando, essi mostrano anche diverse proprietà di 
traffico. I recettori più studiati in questo senso sono i recettori µ che si riciclano 
dopo il legame con il ligando, e i recettori δ, che sono degradati dopo 
l’interazione con il ligando. 
Tuttavia, questo non è così semplice come sembra, come l'agonista µ, 
morfina, non induce internalizzazione recettoriale e/o il riciclaggio, ci sono 
ligandi endogeni che, tanto fanno ma al tempo stesso, non fanno distinzione 
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tra recettori µ e recettori δ. Sia la capacità sia l'incapacità dei recettori degli 
oppioidi, di desensibilizzare e compiere l’endocitosi, sono state proposte come 
meccanismi responsabili della tolleranza agli oppioidi. 
Tuttavia, è chiaro che la desensibilizzazione, solamente, non può spiegare la 
tolleranza alla morfina, poiché i recettori attivi restano ancora in uno stato 
tollerante e si rivelano come segni di astinenza fisica alla rimozione di un 
farmaco. 
È importante sottolineare che diversi studi hanno suggerito che il 
rafforzamento della desensibilizzazione dei recettori µ e l’endocitosi possono 
ritardare la tolleranza. Infatti, le endorfine endogene, ed esogene come 
DAMGO o il metadone sembrano tutte migliorare la capacità della morfina a 
promuovere endocitosi dei recettori µ. Una possibile spiegazione di questi 
risultati sta nel fatto che la morfina occupa il recettore µ, endocitato, perché 
forma omodimeri con recettori µ occupati da un ligando che promuove 
l’endocitosi.  
Pertanto, questi risultati suggeriscono la possibile esistenza di monomeri dei 
recettori µ. 
Inoltre, recenti studi propongono che i recettori δ sono situati prevalentemente 
a livello intracellulare, ma possono essere traslocati alla superficie cellulare in 
condizioni diverse, per esempio, in caso di esposizione cronica alla morfina, 
d’infiammazione o, più recentemente, il consumo di etanolo. Sembra che sia 
la sostanza P sia la presenza dei recettori µ possono giocare un ruolo nella 
traslocazione dei recettori δ alla superficie. Tuttavia, la redistribuzione dei 
recettori δ intracellulari rimane controversa, con le recenti scoperte è stata 
argomentata questa ipotesi. 
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Esistono prove a sostegno del fatto che il recettore δ1sia un eterodimero κ-δ, 
mentre il recettore δ2 potrebbe essere un eterodimero µ-δ. Tuttavia, è stato 
rilevato che l’eteromero DOP/MOP-R ha mostrato una maggiore affinità non 
solo per alcuni ligandi δ1 (BNTX), ma anche per alcuni ligandi δ2 (deltorphin-
II), ma non per gli altri (DPDPE e naltriben). 
Curiosamente, alcuni effetti dei recettori δ1, ma non ligandi dei recettori δ2, 
sono colpiti dalla rottura dei recettori µ, suggerendo ancora una volta che il 
recettore δ sia un eterodimero µ-δ.  
Simili al recettore δ, esistono due sottotipi del recettore µ: µ1, è inibito dalla 
naloxonazina, e µ2, non è inibito. 
Sono stati identificati, farmacologicamente, tre sottotipi dei recettori κ: κ1, che 
si lega ad aryl-acetamide e κ2 che non si lega, mentre κ3 è insensibile al 
ligando U50-488. 
Alcuni di questi sottotipi possono realmente rappresentare gli stessi recettori, 
per esempio µ2 può essere δ2, mentre δ1 e κ2 possono essere uguali agli 
eterodimeri κ-δ. Inoltre, i recettori degli oppioidi possono impegnarsi nella 
formazione di eterodimeri con recettori al di fuori della famiglia oppioide. 
Il recettore µ è stato descritto nel formare eterodimeri con molti recettori NK1 
compresi, CCR5, e i recettori α2-adrenergici, mentre sia recettori δsia recettori 
κ possono formare recettori eterodimeri con i β2-adrenergici. È importante 
evidenziare che questi eterodimeri, tipicamente, presentano proprietà 
farmacologiche uniche, che presentano differenze di affinità di ligando, di 
segnalazione, e nel traffico del recettore.È difficile distinguere se la necessità 
di due recettori oppioidi di produrre un effetto biologico sia dovuta 
all’eterodimerizzazione o alla convergenza in un circuito. 
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Importanti, in almeno un caso, sonoi recettore µ1 e δ1, che hanno dimostrato 
di co-immunoprecipitare in tessuti del SNC. Inoltre, anticorpi riconoscono 
selettivamente l’eterodimero µ-δ siain vitrosia in vivo. Inoltre, in almeno un 
caso, è stato identificato un ligando, nell’attivare selettivamente un 
eterodimero in vitro e nel produrre un effetto biologico in vivo. Così, anche se 
esiste ancora un certo dibattito circa il ruolo in vivo degli eterodimeri µ-δe κ-δ, 
vi sono, sempre più, prove che confermano questi obiettivi, almeno in alcuni 
tessuti, in vivo. 
Rimane ancora da verificare se i recettori omodimeri ed eterodimeri si formino, 
in primo luogo, nel Reticolo Endoplasmatico o nell’Apparato del Golgi, durante 
la sintesi del recettore e la maturazione, o in secondo luogo, mentre sono 
espressi sulla superficie delle cellule. 
I primi studi hanno suggerito che l’eterodimerizzazione µ-δ potrebbe verificarsi 
solo nella superficie delle cellule, mentre altri studi hanno dimostrato che 
questi si formano nel Reticolo Endoplasmatico.Inoltre, è stato recentemente 
identificato un gruppo di proteine, chaperone molecolari, richiamano sia 
proteine a trasportare il recettore (RTP) siaproteine che favoriscono 
l’espressione del recettore (REEPs), e potrebbero facilitare il trasporto degli 
eterodimeri sulla superficie cellulare. In seguito alla loro endocitosi, i recettori 
µ e δ devono essere ordinati nei vari compartimenti. In particolare, mentre il 
recettore µè riciclato dalla membrana plasmatica, il recettore δ è destinato alla 
degradazione.Così, dal punto di vista del traffico, l’eterodimero µ-δ potrebbe 
visualizzare un profilo di traffico unico, anche se c'è qualche differenza sul 
fatto che l’eterodimero µ-δ internalizzi in vitro. Inoltre, l’eterodimerizzazione dei 
recettori κ-δ, sembra anche influenzarne il traffico.  
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Gli eterodimeri, tra i recettori  β2-adrenergici e δ con i recettori κ, permettono 
di visualizzare le proprietà di traffico alterate rispetto ai recettori omodimeri o 
monomeri. 
Ad esempio, quando i recettori β2-adrenergici e i κ sono co-espressi, 
l'attivazione di entrambi i recettori porta alla co-internalizzazione dell'altro 
recettore. D'altra parte, l’eterodimero β2-adrenergico-κ non subisce endocitosi 
quando attivato da agonisti a livello del protomero. Allo stesso modo, quando i 
recettori µ e NK1 sono co-espressi, i recettori vengono internalizzati con 
l'attivazione di agonisti selettivi per entrambi i protomeri. L’eterodimerizzazione 
tra recettori µ e NK1 potrebbe spiegare perché vi è una perdita del sito di 
preferenza della morfina in NK1 dei topi, e perché il trattamento conmorfina, 
alteri la somministrazione cronica con l’internalizzazione indotta dal recettore 
NK1. 
D'altra parte, l’eterodimero µ-CCR5 produce solo desensibilizzazione, ma non 
internalizzazione. 
Una scoperta recente suggerisce che il recettore µ sia situato in zattere 
lipidiche sulla superficie cellulare, ma quando è attivato da ligandi specifici 
(etorfina, ma non morfina) si muove su queste zattere. Meccanismi, simili a 
questo, potrebbero svolgere un ruolo nella formazione o nella rottura di 
eterodimeri e far luce sull’ontogenesi del recettore eterodimerico. 
Un metodo di mira per gli omodimeri ed eterodimeri è la co-somministrazione 
dei due farmaci che possono interagire con le due tasche vincolanti 
dell’omodimero o dell’eterodimero. Ad esempio, è stato suggerito che 
l'antagonista TIPPc dei recettori δ migliori l’analgesia della morfina in vivo, 
agendo sull’eterodimero µ-δ. Inoltre, sono stati fatti molti sforzi per progettare 
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singoli ligandi per i recettori eterodimeri degli oppioidi, quindi, potenzialmente 
riuniscono i singoli recettori in complessi eterodimerici e/o stabilizzano un 
eterodimero esistente. 
I primi lavori in questo settore hanno mirato agli omodimeri, ciò è stato 
motivato dal desiderio di sviluppare entrambi gli strumenti per distinguere i 
diversi tipi di recettori oppioidi e i ligandi più potenti. Questi ligandi spesso 
hanno evidenziato una maggiore potenza (presumibilmente causata dalla loro 
maggiore affinità). 
Recentemente, questi sforzi sono stati ampliati per sondare l'esistenza di 
eterodimeri, di accoppiamenti allosterici recettoriali, e di potenziali nuovi siti 
antinocicettivi.  
Per esempio, il ligando (mdaN) per recettori µ-δè costituito da un µ-agonista 
(oxymorphone) e un δ-antagonista (naltrindole), frazione legata da un 
distanziatore di lunghezza variabile. 
L'ipotesi alla base di questi ligandi è la constatazione che il δ-antagonista 
(naltrindole) attenui la tolleranza e la dipendenza alla morfina.  
Alcuni dei ligandi delle attività di mdaN in vivo sono coerenti con un’attività 
unica ad un eterodimero, che riduce la tolleranza.Questo è esemplificato dalla 
scoperta che le nuove proprietà di una molecola, in questa serie, mdaN-19, 
non possono essere ricapitolati sommando i due farmacofori separatamente, e 
che le sue proprietà innovative dipendono dalla lunghezza del distanziatore.  
Il meccanismo proposto per questi ligandi bivalenti è la capacità del δ-
antagonista di modulare negativamente il recettore µ. 
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Inoltre, il ligando bivalente KDN-21 è un κ-δ-antagonista che blocca 
l’antinocicezione prodotta sia dalla DPDPE su δ1sia dalla bremazocina su κ2 
nel midollo spinale.  
Sono stati sintetizzati diversi ligandi bivalenti con la doppia affinità per µ e κ, 
così come ligandi “trifunzionali” ospitano δ-antagonista, µ-agonista, e κ-
agonista parziale. Alcuni di questi ligandi sono stati recentemente testati in 
vivo. Tuttavia, anche se questi ligandi sono potenti analgesici, l'attività non 
differiva dai composti monovalenti, e quindi, non stanno prendendo di mira 
unicamente eterodimeri µ-κ. 
Vi è almeno un caso in cui un ligando è stato descritto a mostrare l'attività 
farmacologica oppioide in un eterodimero oppioide, distinto da quello di 
entrambi gli omodimeri, ed è un analgesico in vivo.   
Va ricordato anche il 6’-GNTI, potente agonista sull’eterodimero κ-δ, che 
produce antinocicezione, quando somministrato per via intratecale, coerente 
con la localizzazione degli eterodimeri κ-δ nel midollo spinale, ma non nel 
cervello. 
La disponibilità di ligandi, con attività selettiva verso eterodimeri recettoriali, 
permetterebbe non solo lo studio di localizzazione degli eteromeri in vivo, ma 
anche la loro dinamica. Inoltre, se i recettori eterodimeri oppioidi sono espressi 
in modo tessuto-selettivo, potrebbero essere sfruttati per prevenire gli effetti 
collaterali degli oppiacei, come la depressione respiratoria, la costipazione, e 
la dipendenza che sorgono in conseguenza all’uso sistemico di questi 
farmaci.Inoltre, se l'espressione degli eteromeri viene alterata durante lo 
sviluppo di tolleranza alla morfina, potrebbero rappresentare bersagli 
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inesplorati e selettivi per invertire, prevenire o modulare la tolleranza e la 
dipendenza.  
Inoltre, gli eterodimeri recettoriali potrebbero essere espressi in modo 
specifico, e in tal modo spiegarealcuni degli effetti specifici di genere degli 
oppioidi, in particolare, il recettore κ. 
A titolo di esempio, 6’-GNTI risultava essere un analgesico efficace solo se 
somministrato nel midollo spinale, ma non quando iniettato nel liquido 
intracerebroventricolare.  
Così, un farmaco simile al 6’-GNTI potrebbe mostrare effetti collaterali ridotti, 
come la depressione respiratoria, se il target di 6’-GNTI è espresso 
selettivamente nel midollo spinale.  
In un altro esempio, TAN-67, un agonista selettivo del recettore δ, riduce il 
consumo di etanolo nei topi. L'attività di TAN-67 è dipendente dalla presenza 
del recettore δ1 nonché del recettore µ. Questi risultati suggeriscono che il 
recettore δ1 sia un eterodimero µ-δ che può essere mirato selettivamente con 
un agonista per ridurre il consumo di etanolo, senza gli effetti collaterali di 
disforia, prodotti da antagonisti dei recettori oppioidi. 
Inoltre, se l'obiettivo dei cocktail di droga fossero i recettori omodimeri o 
eterodimeri, essi potrebberorisultare terapeuticamente utili.  
Ad esempio, un cocktail oppioide costituito da morfina e metadone o DAMGO 
promuove endocitosi indotta dalla morfina, e quindi, sfrutta la natura 
omodimerica del recettore µ, portando a tolleranza e dipendenza ridotte. Un 
altro esempio è un cocktail di morfina e serotonina, che guida l'endocitosi 
dell’eterodimeroµ-5-HT2A, suggerendo che la serotonina potrebbe essere 
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prevista a ridurre lo sviluppo di tolleranza e dipendenza dalla morfina anche 
alterando il traffico recettoriale. 
Anche se le prove a sostegno dell'esistenza di recettori omodimeri oppioidi e 
eterodimeri continuano ad accumularsi, la loro rilevanza funzionale rimane 
ambigua. Nella maggior parte degli studi fino ad oggi, i recettori eterodimeri 
sono stati ricombinati o co-espressi in una linea cellulare o studiati nelle linee 
cellulari che esprimono i recettori endogeni a livelli fisiologici. 
Tuttavia, utilizzando questi sistemi per la rilevazione di nuove attività degli 
eterodimeri, risulta impegnativo, perché in tutti i casi sia omodimeri che 
eterodimeri sono espressi. 
Anche se alcuni recenti studi hanno intrapreso la clonazione dei recettori 
eterodimeri per aggirare questo problema, solo i farmaci con attività nei 
confronti degli eterodimeri potranno veramente permettere la capacità di 
delineare l'esistenza e la rilevanza terapeutica di recettori oppioidi eterodimeri. 
I tentativi di creare modelli recettoriali eterodimerici hanno mostrato risultati 
promettenti. Si spera che questi sforzi saranno in grado di diminuire il fattore di 
serendipità nella progettazione di farmaci selettivi del recettore eterodimerico. 
Infatti, il potenziale dei recettori eterodimerici quali nuovi bersagli 
farmacologici, possibilmente con distribuzione tissutale selezionata e, quindi, 
effetti collaterali ridotti, garantisce il grande studio che continua in questo 
settore. 
La ricerca sui recettori oppioidi è stata condotta per più di un secolo. La 
scoperta di recettori oppioidi omodimeri ed eterodimeri ha aperto un nuovo 
modo di indagare sugli oppioidi e sulla loro funzione, e su come il traffico del 
recettore colpisce l’eterodimerizzazione e viceversa.  
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Una migliore comprensione di questi processi può portare allo sviluppo di 
farmaci analgesici che producono meno tolleranza ed effetti collaterali 
potenzialmente ridotti. 
 
2.4 Il ruolo dell’eterodimero µ-δ nello sviluppo di tolleranza 
 
Vi è un’incoraggiante evidenza in vivo a sostegno delle attività distinte dei 
recettori oppioidi eterodimerici. 
L’eterodimero che attira maggiormente attenzione è µ-δ.  
L’interazione tra µ e δ è spiegata negli studi classici, che hanno mostrato 
come la somministrazione di un δ-antagonista può bloccare lo sviluppo di 
tolleranza al trattamento cronico di morfina. Questi studi hanno anche 
dimostrato che i topi OPRD1 knock-out non sviluppano tolleranza alla morfina, 
e presentano risposte alterate alla dipendenza. Tali osservazioni hanno spinto 
la progettazione di ligandi bivalenti che potrebbero alterare putativi recettori 
eterodimeri µ-δ. 
 
2.4.1 IL BLOCCO SELETTIVO DEI RECETTORI δ IMPEDISCE LO 
SVILUPPO DI TOLLERANZA E DIPENDENZA DA MORFINA 
L’importante ruolo dei recettori µ nello sviluppo di tolleranza e dipendenza 
fisica, dovuta ai farmaci oppioidi, è ben documentato con l’uso dell’agonista 
selettivo e irreversibile dei recettori µ, β-FNA (β-funaltrexamine), che ha 
dimostrato di inibire lo sviluppo della tolleranza e dipendenza da morfina nei 
ratti, e di indurre duraturi segni di astinenza nelle scimmie.La dose di β-FNA 
utilizzata da De Lander, nel 1984, ha anche inibito significativamente 
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l’analgesia indotta dalla morfina.  Il coinvolgimento dei recettori δ degli oppioidi 
è, invece, meno noto. 
Le interazioni tra le encefaline e gli oppioidi sono state dimostrate in vivo e in 
vitro, in preparazioni muscolari lisce e in saggi di legame dei recettori oppioidi 
(Abdelhamid, E.E.S. et al., 1991). 
L’occupazione dei recettori δ, in siti di legame per le encefaline, ha portato a 
pensare di modificare (potenziare o inibire a seconda del tipo di encefalina) gli 
effetti farmacologici degli oppioidi che interagiscono nei recettori µ. 
Recentemente, è stato dimostrato, utilizzando muscolo striato, che vi è un up-
regulation dei recettori δ che accompagna lo sviluppo di tolleranza e 
dipendenza alla morfina nei topi. Infine, quando nei ratti sono state 
somministrate, nella zona periacqueduttale, sia β-endorfina sia met-
encefalina, sono comparsi sintomi da astinenza, indistinguibili da quelli visti 
con la somministrazione di naloxone nei ratti morfina-dipendenti. 
La disponibilità di un antagonista molto potente e selettivo del recettore 
oppioide δ, NTI, e il suo analogo 5’-NTI, ha consentito di esaminare 
direttamente, in tutto l’animale, il coinvolgimento dei recettori oppioidi δ nello 
sviluppo di tolleranza e dipendenza fisica alla morfina. In precedenza, è stato 
riportato che il 5’-NTI possiede una lunga durata d’azione contro l’effetto 
antinocicettivo di DSLET.  
Così, sia NTI sia 5’-NTI sono stati ritenuti utili in studi a lungo termine.L’esame 
dei dati ha rilevato chiaramente che gli antagonisti del recettore oppioide δ, 
NTI e 5’-NTI, sopprimono marcatamente lo sviluppo di tolleranza e 
dipendenza alla morfina, sia nella somministrazione acuta sia cronica.  
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È importante notare che i dosaggi degli antagonisti e il tipo d’iniezione 
utilizzato non hanno alcuna influenza sull’attività degli agonisti del recettore 
oppioide µ. 
È stato precedentemente dimostrato che l’azione di NTI e 5’-NTI, sullo 
sviluppo di tolleranza e dipendenza fisica da oppioidi, sembra essere dovuta 
alle interazioni a livello dei recettori δ. Ne consegue quindi che δ, così come µ, 
sembra coinvolto nello sviluppo di tolleranza e dipendenza fisica da oppioidi. 
In sintesi, questo studio ha dimostrato che il blocco selettivo dei recettori 
oppioidi δ, da parte di antagonisti dei recettori oppioidi, può sopprimere 
notevolmente lo sviluppo di tolleranza e dipendenza fisica da oppioidi senza 
compromettere l’attività analgesica dei farmaci che interagiscono sui recettori 
oppioidi µ, come DAMGO, e in particolar modo la morfina. 
L’uso combinato di antagonisti dei recettori oppioidi δ, con analgesici simili alla 
morfina, o lo sviluppo di composti misti µ-agonisti-δ-antagonisti, potrebbero 
rappresentare il beneficio futuro nella gestione del dolore cronico. 
Sono stati effettuati ulteriori studi, pubblicati da Steven D. Stockton e Lakshmi 
A, Devi, nel 2012.  
Questi spiegano che a oggi, eterodimeri dei recettori µ e δ, sono stati 
individuati in vivo mediante l’uso di anticorpi monoclonali, dove la loro 
espressione ha dimostrato di subire up-regulation per l’esposizione cronica 
alla morfina. 
Altre evidenze, suggeriscono che la down-regulation dei recettori oppioidi µ ha 
il potenziale di ridurre il consumo di etanolo (Lasek et al., 2007). Come già 
detto nel paragrafo precedente, è possibile che l’eterodimero µ-δ possa 
giocare un ruolo significativo nella regolazione della dipendenza. Alla luce di 
	   77	  
questi risultati, eterodimeri µ-δ sono diventati bersagli promettenti e auspicabili 
per la gestione farmacologica del dolore cronico e/o neuropatico, e gli studi 
sono destinati allo sviluppo di nuovi ligandi bivalenti, progettati per essere 
indirizzati selettivamente su questi eterodimeri. 
Nella ricerca di una migliore gestione del dolore cronico, così come il 
trattamento dei disturbi di dipendenza, gli studi futuri dovranno ampliare la 
nostra conoscenza delle cascate di segnalazione utilizzate dall’eterodimero µ-
δ in vivo. 
 
2.4.2 CONSERVAZIONE DELL’ANALGESIA DA PARTE DI RECETTORI δ E 
PERDITA DELLA TOLLERANZA ALLA MORFINA IN TOPI δ KNOCKOUT 
Studi pubblicati da Zhu Y. Et al. si basano sulla delezione dell’esone 2 del 
gene che codifica per il recettore δ nel topo. Da questi esperimenti è risultato 
che tutti i legami fra recettori δ e i ligandi DPDPE, [3H]-deltorphin-II, sono 
assenti in questi topi mutanti; dimostrando che il gene DOR-1 codifica sia per 
il recettore δ1 sia δ2. Topi omozigoti mutanti mostrano una marcata riduzione 
dell’analgesia spinale δ, ma i peptidi δ-agonisti mantengono la potenza 
analgesica sovraspinale che viene solo parzialmente antagonizzata dal 
naltrindole. L’analgesia mantenuta del DPDPE è dimostrata anche dalla 
sperimentazione con formalina, mentre il δ-agonista, BW373U69, mostra 
maggiore attività nei topi mutanti.  
Questi risultati suggeriscono l’esistenza di un secondo sistema analgesico δ-
like. Infine, i topi mutanti non sviluppano tolleranza analgesica alla morfina, 
dimostrando un ruolo centrale  del gene DOR-1 in questo processo. 
	   78	  
2.4.3 LIGANDI BIVALENTI CONTENENTI AGONISTI DEI RECETTORI µ E 
ANTAGONISTI DEI RECETTORI µ  
È stato dimostrato che gli antagonisti dei recettori δ prevengono e attenuano 
lo sviluppo di tolleranza e dipendenza alla morfina, dimostrando che la 
tolleranza non si sviluppa in topi privi del recettore δ.I ligandi bivalenti 
rappresentano, pertanto, il progetto principale per poter sviluppare nuove 
terapie, prive di effetti collaterali, che possano agire a livello degli eterodimeri 
recettoriali. I ligandi bivalenti, sintetizzati, sono principalmente costituiti da due 
farmacofori, comprensivi di un agonista del recettore µ accoppiato ad un 
antagonista del recettore δ, con distanziatori di lunghezza variabile tra 23 e 25 
Å. Gli studi effettuati da Natalie R. Lenard, David J. Daniels, Philip S. 
Portoghese e Sandra C. Roerig, hanno confrontato le proprietà dei tre ligandi 
bivalenti sintetizzati, MDAN-16, MDAN-19, e MDAN-21, con quelli della 
morfina, dopo somministrazione intraventricolare nei topi. Il sito preferenziale 
è stato sviluppato per la morfina e per MA-19, ma non per la serie MDAN. Le 
risposte di MDAN-16 sono state, invece, molto variabili, ma nonostante ciò 
sembrava svilupparsi un sito preferenziale anche per esso. Questi risultati, 
insieme, suggeriscono che i ligandi bivalenti sono molto meno gratificanti 
rispetto alla morfina.  
La mancanza di un sito preferenziale per MDAN-19 ed MDAN-21, rispetto a 
MDAN-16, suggerisce un requisito fondamentale per la progettazione di 
ligandi bivalenti, rappresentatoda un limite di distanza fra i farmacofori, che 
permetta al ligando bivalente di essere riconosciuto dall’eterodimero 
recettoriale µ- δ. 
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Un altro esempio di classe di ligandi bivalenti è rappresentata dal complesso 
costituito da due farmacofori,un µ-agonista oxymorphone e un δ-antagonista 
naltrindole, uniti con distanziatori flessibili, tra 16 e 21 atomi di lunghezza. Tali 
ligandi bivalenti hanno dimostrato di esporre l’attività agonista in vivo, che va 
da 1,6 a 45 volte, più alta rispetto alla morfina. Inoltre, i topi che sono stati 
trattati con ligandi bivalenti costituiti da distanziatori di 19 atomi, o più, non 
hannoevidenziato né la  tolleranza né la dipendenza fisica. 
Ciò, facilita il raggiungimento dell’obiettivo che vede gli eterodimeri recettoriali 
come bersaglio di nuove terapie che escludano gli effetti collaterali dei farmaci 
oppioidi, senza perderne il potente effetto analgesico. 
 
2.4.4 L’ATTIVAZIONE DEI RECETTORI δ, DA PARTE DI AGONISTI PORTA 
ALL’INTERNALIZZAZIONE DEI RECETTORI µ  
È chiaro che recettori oppioidi δ formino eterodimeri con i recettori µ, 
modificando negativamente l’analgesia spinale dei recettori µ. Tuttavia, il 
meccanismo sottostante non è ben chiaro.  
Recenti studi dimostrano che l’attività dei recettori µ può essere migliorata 
impedendo la loro degradazione (He S. et al., 2011). Ciò, risulta essere 
mediato dall’azione dei recettori δ. Il trattamento con agonisti selettivi dei 
recettori δ in complessi eterodimerici µ-δ comporta l’endocitosi sia dei µ sia dei 
δ. Sulla base della co-localizzazione dei recettori µ e δ nelle fibre afferenti 
nocicettive, si può concludere che una down-regulation dei recettori µ, mediata 
dai δ, può essere indotta anche nel corno dorsale spinale. Questo processo 
può essere attenuato applicando il peptide T-A-T ai recettori µ, causandone la 
dissociazione dai δ nelle afferenze sensoriali e migliorandone l’analgesia 
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spinale indotta dalla morfina. La dissociazione fisica dei recettori µ dai δ, nelle 
vie del dolore, potrebbe quindi servire per migliorare l’analgesia mediata dai 
recettori µ e ridurne gli effetti collaterali associati. 
 
2.4.5 CO-ESPRESSIONE DEI RECETTORI δ E µ NEI NEURONI 
SENSORIALI ANTINOCICETTIVI 
È un dato di fatto chegli effetti collaterali cronici della morfina possano essere 
manipolati dalla regolazione della formazione degli eterodimeri. Il fatto che 
l’eterodimero µ-δ sia la fonte di effetti cronici avversi non è senza polemiche. 
L’internalizzazione simultanea di entrambi i recettori µ e δ, su attivazione degli 
stessi δ, non è stata osservata uniformemente con la somministrazione dei 
diversi δ-agonisti. Affinchè gli eterodimeri espongano profili farmacologici 
distinti, la collocazione di entrambi i recettori µ e δ, nello stesso neurone e 
nella stessa posizione cellulare, è un prerequisito fondamentale.  
Circa il 71-79% dei gangli spinali di piccolo diametro che esprimono µ e δ, non 
è stato osservato nei topi che non presentano il gene OPRD1-GFP.  
Resta da risolverese la differenza osservata è il risultato di distribuzione 
differenziale dei recettori δ, a causa della fusione con GFP. 
L’analisi strutturale, con microscopia elettronica, della distribuzione dei 
recettori, nel corpo striato e negli strati superficiali del midollo spinale 
cervicale, non ha rivelato un’elevata percentuale di co-localizzazione 
intracellulare di OPRM1 ed OPRD1. Tuttavia, con lo sviluppo di un anticorpo 
monoclonale che riconosca solo l’eterodimero µ-δ, Gupta et al., suggerisce la 
presenza di questi eterodimeri in membrane della corteccia, nel nucleo 
accumbens, nell’ipotalamo e nell’area tegmentale ventrale. Inoltre, i livelli 
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dell’eterodimero, nel nucleo mediale del corpo trapezoidale (MNTB) e nel 
midollo rostrale ventrale (RVM) all’interno delle vie discendenti del dolore, 
sono aumentati dopo il trattamento con morfina. 
Questi dati supportano chiaramente l’esistenza in vivo di eterodimeri, ma 
sembrano contraddire la capacità riportata dalla morfina a internalizzare gli 
eterodimeri, in studi effettuati su modelli cellulari in vivo. 
Da qui, nasce l’importanza di risolvere ed approfondire, in futuro, i 
cambiamenti osservati a livello degli eterodimeri e il loro ruolo negli effetti 
collaterali cronici dei farmaci. 
 
2.5 Farmaci destinati agli eterodimeri recettoriali 
 
Nonostante i dibattiti perseveranti sull’esistenza degli eterodimeri recettoriali, 
lo sviluppo di molecole farmacologiche, che abbiano questi recettori come 
bersaglio, ha avuto molto successo.  
Ad esempio, oltre al summenzionato 6’-GNTI, che sembra essere selettivo per 
gli eterodimeri κ-δ ed è un potente analgesico spinale, la molecola IBNtxA è 
priva di effetti collaterali e potrebbe essere indirizzata verso eterodimeri µ-
ORL1 (Majumdar et al.). 
Il prurito è un ennesimo effetto collaterale che si sviluppa con l’utilizzo di 
morfina, ed è specialmente evidente con la somministrazione intraspinale. 
Nei loro studi, Li et al., hanno riportato che MOR1D e il peptide gastrina 
(GRPR) formano eterodimeri, e la morfina induce internalizzazione di 
entrambi. La sensazione di prurito è stata bloccata da inibitori GRPR ed è 
risultata assente in topi GRPR Knock-out. 
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Tuttavia, l’analgesia mediata dalla morfina è stata mantenuta nei topi GRPR 
knock-out. L’iniezione di un peptide Tet, contenuto nella sequenza terminale di 
MOR1D, nel midollo spinale, riduce la formazione di eterodimeri e la 
sensazione di prurito. Anche se altri GPCR, come la famiglia di recettori 
Mrgpr, che si esprimono in neuroni sensoriali periferici, sembrano essere 
coinvolti nella sensazione di prurito (Liu, Q. Et al., 2009), interrompendo la 
formazione dell’eterodimero si potrebbe avere un valido approccio per la 
riduzione di questo effetto della morfina. 
Tuttavia, l’interfaccia dell’eterodimero deve essere ben definita prima che 
peptidi o molecole interferiscano con la formazione di eterodimeri e prima che 
essi possano essere progettati. 
Come risulta dalle strutture cristalline dei recettori degli oppioidi, l’interfaccia 
definitiva dell’eterodimero potrebbe non essere ovvia. 
 
2.6 Strutture cristalline 
 
Le strutture recettoriali devono essere considerate, in futuro, per la 
progettazione di ligandi che attivano recettori oppioidi diversi. 
 
2.6.1 STRUTTURA CRISTALLINA DEL RECETTORE µ 
Nonostante gli effetti degli oppioidi, sia positivi sia negativi, sono imputabili 
all’attivazione del recettore µ, sembra che ciò sia dovuto a diversi tipi di 
segnalazione.L’accoppiamento del recettore µ con proteine Gi, inibitorie 
dell’enzima ciclasi, permette la segnalazione, attraverso Gi, 
dell’antinocicezione. 
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Gli studi suggeriscono che i ligandi con maggior potenziale di dipendenza, 
come la morfina, promuovono interazioni con la proteina Gi, piuttosto che le 
arrestine. 
Per capire meglio la base strutturale per la funzione del recettore µ, (Manglik, 
A. Et al., 2012), è stato effettuato uno studio cristallografico del recettore con il 
lisozima T4 (T4L). Utilizzando il metodo di cristallizzazione, sono stati ottenuti i 
cristalli e i dati di diffrazione raccolti da 25 cristalli di complessi µ-T4L legati 
all’antagonista irreversibile β-funaltrexamine (β-FNA).  
Architettura transmembrana. 
il reticolo per il recettore µ mostra strati acquosi alternati a strati lipidici, con 
recettori disposti in dimeri parallelli associati attraverso il dominio 
transmembrana(TM), eliche 5 e 6. Contatti più limitati si osservano tra i dimeri 
adiacenti.Come in altri GPCR, la struttura del recettore µ, consiste di sette TM 
α eliche che sono collegate da tre loops extracellulari (ECL 1-3) e tre 
loopsintracellulari (ICL 1-3) (fig. 8a Struttura del recettore µ, p. 84). 
TM3 è collegato a ECL2 da un ponte disolfuro. Il ligando β-FNApermette i 
contatti delle TM 3, 5, 6, e 7. 
La faccia intracellulare del recettore µ assomiglia molto alla rodopsina, rispetto 
alle posizioni relative di TM3, TM5 e TM6. 
La tasca di legame β-FNA nel recettore µ è sostanzialmente esposto alla 
superficie extracellulare.  
Disposizione oligomerica del recettore µ. 
La struttura delle molecole recettoriali µ mostra coppie associate lungo l’asse 
cristallografica, attraverso due interfacce differenti (fig. 9 Struttura del 
complesso oligomerico dei recettori µ, p. 84).  
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La prima interfaccia è un’associazione parallela più limitata mediata da TM1 e 
TM2. La seconda interfaccia è più prominente, si osserva nella struttura 
cristallina e comprende TM5 e TM6. 
Ciò rappresenta il 92% della superficie della superficie totale sepolta tra le 
molecole µ-T4L. 
Ciò suggerisce che l’associazione a due a due dei monomeri µ può 
rappresentare un dimero recettoriale oppioide fisiologico. 
Recenti studi biochimici hanno suggerito il ruolo potenziale di TM4 e TM5 
nell’interazione con il recettore δ. 
Sono stati osservati oligomeri di un gran numero di recettori GPCR. Nel caso 
dei recettori oppioidi, è stato dimostrato che µ-TM1 fuso ad una sequenza TAT 
potrebbe disturbare l’interazione dell’eterodimero µ-δ nel midollo spinale del 
topo, con un conseguente miglioramento dell’analgesia della morfina e una 
riduzione dello sviluppo di tolleranza. 
L’interfaccia più prominente, osservata nella struttura cristallina del recettore 
µ, comprende TM5 e TM6 di ogni protomero disposte in un fascio a elica (fig. 
9a Struttura del fascio a elica, p. 84). Questa interfaccia è costituita da una 
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éFig. 8Struttura del recettore µ  
êFig. 9 Struttura del complesso oligomericodei recettori µ 
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Queste interazioni d’imballaggio in superficie sono altamente complementari e 
sono mantenute lungo tutto il piano di membrana dal recettore extracellulare al 
lato intracellulare del recettore µ (fig. 9c, p. 84). 
Il dimero osservato è d’interesse a causa delle prove esistenti sia per gli 
eterodimeri che coinvolgono il recettore µ. Gli agonisti oppioidi, quali DAMGO 
e metadone, riducono lo sviluppo di tolleranza alla morfina in vivo e 
potrebbero agevolare l’eterodimerizzazione del recettore µ.  
Questi studi implicano interazioni allosteriche tra un protomero legato a 
DAMGO o metadone un protomero adiacente legato alla morfina. La co-
espressione dei recettori µ e δ è possibile nelle cellule che presentano profili 
farmaco. 
La morfina è più efficace in cellule che esprimono sia µ sia δ e in presenza di 
un antagonista selettivo δ, suggerendo quindi, come già visto nei capitoli 
precedenti, l’interazione allosterica tra i due recettori. 
È stata riportata anche l’eterodimerizzazione tra recettori µ e recettori non 
oppioidi, come gli α2-adrenergici. 
È stato osservato che gli amminoacidi coinvolti nell’interfaccia dimerica sono 
costituiti da un elevato grado di omologia con il recettore δ. Ciò suggerisce 
che i protomeri dell’eterodimero µ-δ potrebbero condividere la stessa 
interfaccia.  
La disposizione dimerica del recettore µ attraverso l’interfaccia TM5-TM6, 
osservata nella struttura cristallina, probabilmente preclude all’accoppiamento 
dei protomeri con le proteine G. Ciò si basa sui cambiamenti strutturali TM5-
TM6 osservati nella recente struttura cristallina dei β2-adrenergici accoppiati a 
proteine Gs. Seguendo questa struttura è stato possibile modellare la struttura 
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cristallina dei recettori µ accoppiati alle proteine G. È stato osservato che un 
tetramero, costituito dall’associazione di due dimeri, attraverso un’interfaccia 
TM5/TM6, potrebbe ospitare due proteine G in modo da interagire con i due 
protomeri distali. Questo modello è completamente sperimentale, ma è 
compatibile con un recente studio biofisico, e suggerisce che la proteina Gi 
rimane associata con il recettore µ. 
 
2.6.2 STRUTTURA CRISTALLINA DEL RECETTORE OPPIOIDE δ CHE 
LEGA IL NALTRINDOLE 
La struttura del recettore δ presenta i tipici sette domini transmebrana dei 
GPCR (Granier et al., 2012). 
Il ligando naltrindole si lega a livello di una tasca esposta, simile a quella 
presentata dai recettori µ, è utilizzato nella cristallizzazione e non è soggetto a 
possibili distorsioni nella sua modalità di legame  a causa di un legame 
covalente. 
La posizione della tasca di legame è leggermente spostata rispetto a quella 
del recettore µ per β-FNA, anche se la maggior parte delle interazioni sono 
presenti in entrambe le strutture. Come avviene per il recettore µ, la leucina, in 
posizione 30007,35 è in contatto con il naltrindole. Questo residuo è 
responsabile della selettività del naltrindole. Con la struttura del recettore δ, 
tutti i classici recettori oppioidi sono stati cristallizzati e risolti in conformazioni 
attive.  
La tasca di legame inferiore riconosce il nucleo della morfina, tipico degli 
oppioidi, che comporta il “messaggio” del ligando, al contrario, la tasca di 
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legame superiore è divergente nei vari recettori, ed è ricca di determinanti 
selettività, e conferisce la selettività del naltrindole.  
Lo sviluppo di ligandi altamente selettivi del sottotipo recettoriale si è 
dimostrato possibile per tutti i recettori oppioidi.  
Insieme ai µ e κ, la struttura δ completa la caratterizzazione strutturale iniziale 
dei recettori oppioidi, offrendo le prime viste sperimentali dei dettagli atomici di 
riconoscimento del ligando e la sua selettività. Tuttavia, tali strutture, della 
formazione del legame con il ligando antagonista, sono solo il primo passo 
verso una completa comprensione della funzione del recettore oppioide. 
Data l’importanza di agonisti oppioidi in medicina clinica, le strutture attive, 
così come complessi di segnalazione, saranno sfruttate per lo sviluppo di una 
nuova generazione di farmaci. 
 
2.7 Modificazioni post traduzionali contribuiscono alla stabilità 
dell’eterodimero 
 
Oltre all’influenza di sequenze a elica nella determinazione dell’interfaccia 
dimerica e la stabilità degli oligomeri recettoriali, modificazioni post-
traduzionali del recettore contribuiscono alla stabilità del dimero. 
La palmitoilazione è una modificazione post-traduzionale che si verifica 
tipicamente nel terminale C di un GPCR. 
È stata riscontrata la palmitoilazione del colesterolo nell’interfaccia dimerica 
della strutture cristallina del recettore β2-adrenergico (Hui Zheng et al.,2012). 
Gli studi hanno cercato di indagare se un simile fenomeno potrebbe essere 
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osservato nel recettore μ, e in caso affermativo avrebbero valutato il ruolo del 
colesterolo in questa classe di recettori GPCR. 
È stato individuato C 3.55 come sito di palmitoilazione del recettore μ. La 
mutazione di Cys (cisteina) in Ala (alanina) non ha influenzato il legame di 
agonisti, ma attenua il segnale recettoriale e diminuisceil colesterolo associato 
con il segnale del complesso recettoriale. 
Inoltre, sia l’attenuazione della palmitoilazione, l’inibizione della sintesi del 
colesterolo (trattando le cellule con simvastatina) che diminuisce la 
segnalazione del recettore, probabilmente ha diminuito l’omodimerizzazione 
del rettore e l’accoppiamento alla proteina Gαi2; questo è stato dimostrato da 
metodi di co-immunoprecipitazione, immunofluorescenza e trasferimento di 
energia di risonanza (FRET). Un modello computazionale della struttura 
dell’omodimero μ ha indicato che una specifica interazione tra il colesterolo e 
la palmitoilazione può facilitare l’omodimerizzazione di μ, all’interfaccia TM4-
TM4. 
È stato dimostrato che C 3.55 è il sito di palmitoilazione di μ ed è stato 
identificato il complesso costituito dal colesterolo e il sito di palmitoilazione nel 
complesso recettoriale μ. Questi risultati suggeriscono che questa interazione 
contribuisce alla segnalazione μ , facilitando l’omodimerizzazione del 
recettore e l’accoppiamento con la proteina G. Questa conclusione è 
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2.8 Approcci alternativi per ridurre gli effetti collaterali 
 
In aggiunta a ligandi che colpiscono un recettore specifico, altre vie, come la 
somministrazione locale di oppioidi, sono state utilizzate per ridurre gli effetti 
collaterali di questi farmaci. 
Gli effetti analgesici potenti e clinicamente significativi possono essere 
provocati da oppioidi che agiscono al di fuori del Sistema Nervoso Centrale.  
La prova sta nel fatto che lesioni e infiammazioni dei tessuti periferici portano 
ad un aumento del trasporto assonale, e all’accoppiamento diretto dei recettori 
oppioidi con proteine G a livello dei neuroni gangliari della radice dorsale 
(Stein et al., 2009).  
Questi eventi dipendono dall’attività elettrica neuronale, da citochine e fattori di 
crescita dei nervi, e portano a una maggiore efficacia analgesica degli oppioidi 
perifericamente attivi.I leucociti nel tessuto infiammato aumentano la 
produzione di β-endorfina e dei suoi enzimi di elaborazione. A seconda del 
tipo di cellula il rilascio dei peptidi è dipendente dal Ca++ extracellulare o dal 
rilascio di Ca++ dal reticolo endoplasmatico.  
Queste funzioni fisiologiche potrebbero essere sfruttate per le progettazioni di 
farmaci oppioidi ad azione locale. 
Un approccio per ridurre lo sviluppo di tolleranza sfruttando l’endocitosi del 
recettore, indotta dal ligando, è stata proposta da Whister e collaboratori. Essi 
ipotizzano che ligandi, che possono indurre l’endocitosi del recettore e il 
riciclaggio, indurranno meno desensibilizzazione di quei ligandi che non hanno 
questa capacità. Generando una linea di topi che ha sostituito nel gene del 
recettore µ la sequenza di coda carbossilica con quella di OPRD1, Whistler e 
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colleghi hanno dimostrato che la tolleranza alla morfina è stata indotta, perché 
la morfina può causare internalizzazione del recettore mutante. 
Un altro approccio sfrutta la farmacologia unica del recettore µ e la sua 
esistenza proposta come struttura oligomerica. È stato progettato un cocktail 
farmacologico che consiste in una piccola dose di morfina e metadone. È 
importante sottolineare che questo cocktail, pur conservando la piena potenza 
analgesica, non promuove la dipendenza da morfina. È stato dimostrato, anzi, 
che la dipendenza si riduce, almeno in parte, perché l’endocitosi del recettore 
µ, in risposta alla morfina impedisce l’ up-regulation (He, L. Et al., 2005). È 
concepibile che tali cocktail possano essere progettati per il trattamento clinico 
del dolore cronico. 
Recentemente, è stato riportato un altro approccio (Roy, S. Et al., 2005); esso 
si basa sullo sviluppo di un recettore µ mutante (S196A), nei topi, che va a 
sostituire il gene OPRM1, utilizzando una ricombinazione omologa. 
In questi topi knock-in, l’antagonista degli oppioidi, naltrexone, suscita effetti 
analgesici simili a quello degli agonisti parziali, agenti su topi wild-type. Ciò è 
stato accompagnato da una diminuzione della tolleranza e della dipendenza. 
In questo studio, è stato verificato se il fallimento del naltrexone, nell’indurre 
dipendenza e tolleranza, fosse attribuibile alla sua simultanea inibizione dei 
recettori δ e all’attivazione dei µ. La somministrazione di un δ-agonista, negli 
animali knock-in, determina un’induzione dose-dipendente dello sviluppo di 
tolleranza. Sebbene l’attivazione simultanea di entrambi i recettori µ e δ 
provochi lo sviluppo di tolleranza, l’attivazione del recettore µ in collegamento 
con il blocco dei recettori δ ne attenua notevolmente lo sviluppo.  
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L’area grigia periacqueduttale del mesencefalo e del corno dorsale del midollo 
spinale è il principale sito d’azione degli analgesici oppioidi. Lo studio 
precedente ha dimostrato che gli antagonisti oppioidi attivano il recettore µ 
mutante S196A, e che sostanze antagoniste, in vitro, hanno mostrato effetti 
analgesici nel midollo spinale dei topi. Lo scopo dello studio di Chou S. et al. è 
di indagare gli effetti analgesici del naloxone, misurando l’espressione di µ 
S196A. L’effetto del naloxone è stato determinato con il test tail-flick. Il 
naloxone (10 mg/kg, s.c.) ha causato una risposta analgesica sovraspinale in 
topi iniettati con un virus (dsAAV2) associato all’adenosina. Nei topi, cui il virus 
è stato iniettato nel corno dorsale, si è osservata una risposta analgesica 
solamente a livello vertebrale. Il trattamento cronico con il naloxone non ha 
indotto dipendenza fisica nei topi in cui µ è mutato, µ-S196A. Questi dati 
suggeriscono che la risposta analgesica indotta dal naloxone è la 
conseguenza dell’espressione locale del gene mutato. Pertanto, l’iniezione di 
tale gene mutante e la somministrazione sistemica di naloxone potrebbero 
rappresentare una nuova strategia nella gestione del dolore cronico, senza 
effetti collaterali associati all’uso di morfina. 
Quest’approccio di terapia genica, inoltre, potrebbe essere un metodo, forse, 
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3. CONCLUSIONI 
 
La comprensione dei meccanismi di base degli effetti sia analgesici sia 
collaterali degli oppioidi, così come la capacità di sviluppare nuovi farmaci più 
efficaci, dipende dalla determinazione accurata dell’efficacia con cui i ligandi 
interagiscono con i recettori. 
Oltre alle strutture cristalline dei recettori oppioidi, altri fattori che potrebbero 
contribuire a definire l’attività del recettore, e quindi eventuali profili 
farmacologici, devono essere considerati durante la progettazione di molecole 
di farmaci che non presentino gli effetti collaterali classici degli oppioidi. 
L’associazione dei GPCR con proteine cellulari che influenzano le loro funzioni 
è ben documentata. I recettori degli oppioidi non fanno eccezione.  
L’interazione di un recettore degli oppioidi con queste proteine cellulari, β-
arrestina, riboporin-1 ecc., determinerà la sua localizzazione cellulare. Il livello 
di colesterolo non poteva che influenzare la formazione di microdomini, ma 
potrebbe anche facilitare la formazione di omodimeri o etero-dimeri, 
interessando così la segnalazione delle risposte analgesiche in vivo. Tutti 
questi ed altri fattori potrebbero contribuire all’agonismo parziale che è stato 
segnalato per tutti e tre i recettori degli oppioidi. 
L’agonismo parziale osservato è dovuto principalmente  all’accoppiamento 
differenziale del recettore con le proteine cellulari, come le β -arrestine. 
Queste differenze possono essere significative, per esempio, l’agonismo del 
recettore μ è in grado di controllare l’espressione degli mRNA che regolano la 
differenziazione dei neuroni. Le differenze di risposta in vivo, possono essere 
una conseguenza di un eventuale localizzazione cellulare delle proteine 
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chinasi attivate. Per tanto, come riassunto nella fig.10, per la futura 
progettazione di molecole di farmaco per ridurre gli effetti collaterali dei 
farmaci oppioidi, non devono essere identificati solamente i bersagli putativi di 





Fig. 10 Rappresentazione schematica di progetti futuri di farmaci analgesici oppioidi 
senza effetti collaterali. In (A), un ligando potrebbe essere progettato per interagire 
con eterodimeri specifici del recettore µ e altri GPCR, o con un eterodimero  formato 
da una variante di splicing del gene OPRM1 e altri GPCR, quali ORL1. In (B), i ligandi 
possono essere progettati per selezionare determinate vie di segnalazione che si 
tradurranno nell’analgesia senza effetti collaterali, come nel caso del ligando L2 e del 
non ligando L1. In (C), i ligandi possono anche essere progettati per alterare la 
distribuzione dei microdomi del recettore, come nel caso di L3. 
 
 
L’obiettivo finale sarà la progettazione di una molecola di farmaco che si 
rivolgerà a uno specifico sottotipo recettoriale, sia che questo derivi da varianti 
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di splicing, sia che questo possa essere composto dadimeri tra due recettori 
oppioidi uguali o diversi, o tra un recettore oppioide e un altro GPCR. 
L’attivazione di una specifica via cellulare provocherà l’effetto analgesico 
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